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1 Einleitung

1.1 Allogene Stammzelltransplantation im Kindesalter

Far eine Reihe von Hochrisikoleukédmien und —lymphomen im Kindesalter stellt
eine myeloablative Therapie mit anschlieBender Transplantation allogener
hamatopoetischer Stammzellen, aus denen sich eine normale Hamatopoese
entwickeln kann, die einzige kurative Behandlungsmaéglichkeit dar.

Auch verschiedene nichtmaligne Erkrankungen, wie bestimmte Stoffwechsel-
defekte, aplastische Andmien und Immundefekte kénnen eine Transplantation
notwendig machen.

Als Spender dienen in erster Linie HLA-identische Geschwister und weiterhin
HLA-haploidentische Familienmitglieder sowie unverwandte, HLA-identische
Fremdspender (matched unrelated donor, MUD), die mit Hilfe von Spender-
karteien gesucht werden missen (1).

In 30% der Falle ist es gegenwartig mdglich, als Spender ein hinsichtlich der
relevanten Histokompatibilitidtsantigene HLA-A, -B ,-C, DRB; und DQB;
identisches Geschwister zu finden. Beim HLA-identischen Fremdspender muss
von einer schlechteren Ubereinstimmung als beim Geschwisterspender
ausgegangen werden, da bei weitem noch nicht alle Histokompatibilitats-
antigene bekannt sind und auch nur eine begrenzte Zahl von Allelen getestet
werden kénnen (1).

Hierbei stellt die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (graft versus host disease,
GvHD) eines der Hauptprobleme dar. T-Lymphozyten im Transplantat erkennen
den Empfénger als fremd und kénnen an verschiedenen Organen (v.a. Haut,
Leber, Darm) lebensbedrohliche Schaden verursachen. Die GvHD ist dabei
umso massiver, je starker die HLA-Disparitat ausgepragt ist (2) und macht
deshalb nach Transplantation eine prophylaktische Behandlung in Form von

immunsuppressiven Medikamenten (Methotrexat, Cyclosporin A) notwendig.
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Ohne GvHD-Prophylaxe betragt selbst bei HLA-identischen Geschwister-
spendern die Inzidenz einer GvHD Grad II-1V 80-100% (3).

In den vergangenen Jahren wurden aus diesem Grunde verschiedene
physikalische und immunologische Methoden zur Transplantatbearbeitung
(Graft Manipulation) entwickelt, um T-Zellen aus dem Zellgemisch des
Transplantats zu entfernen und damit die Wahrscheinlichkeit einer GvH-
Erkrankung zu verringern. Durch die Technik der Positivanreicherung von
CD34" Stammzellen mittels immunomagnetischer Methoden ist es mdglich
geworden, Transplantationen mit groBen Mengen hochreiner Progenitorzellen
auch von HLA-nichtidentischen Spendern ohne zusatzliche Immunsuppression
erfolgreich durchzufihren. In Verbindung mit intensivierten Konditionierungs-
protokollen konnte damit ein sicheres Engraftment erreicht und eine GvHD
wirkungsvoll verhindert werden (4-7).

Hiermit steht zumindest fir padiatrische Patienten in Form der haploidentischen
Eltern im Prinzip immer ein Spender zur Verfligung.

Tab. 1.1: Maligne hamatologische Erkrankungen, die mit allogener Stammazell-

transplantation kurativ behandelt werden kénnen.

»  Akute myeloische Leukdmie » Non-Hodgkin-Lymphome

= Akute lymphatische Leukdmie = M. Hodgkin

= Chronische myeloische Leukamie = Chronische lymphozytische Leukamie

= Myelodysplastische Syndrome = Multiples Myelom/Plasmozytom

= Myeoloproliferative Erkrankungen = Juvenile chronische myeloische Leuk&dmie

Das Hauptproblem nach allogener Stammzelltransplantation (SZT) stellt eine
hohe Rezidivrate maligner Erkrankungen dar. Dies gilt vor allem flr Patienten,
die zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in Remission waren und damit eine
besonders resistente Blastenpopulation aufweisen. Vor diesem Hindergrund ist
die Untersuchung des so genannten Graft versus Leukemia Effektes (GvL) von
groBem Interesse. Zunachst in tierexperimentellen und spater auch in
klinischen Studien konnte eine antileukdmische Wirkung des neu etablierten,
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vom Spender abstammenden Immunsystems flr bestimmte Krankheitsentitaten
nachgewiesen werden.

Da es bei der CD34-Anreicherung zu einer massiven indirekten T-Zell-Depletion
kommt und nach Transplantation zunachst eine Phase ohne reife T-Zellen
besteht, tritt zu diesem Zeitpunkt das sich schnell regenerierende NK-System
als Trager potentieller antileukdmischer Aktivitdt in den Vordergrund (6).
Aktuelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch der Einsatz von NK-
Zellen als Effektoren einer adoptiven Immuntherapie eine vielversprechende
Option zur Verbesserung der Prognose nach allogener SZT bei malignen
Erkrankungen darstellt (8;9).

1.2 Das HLA-System

Unter dem HLA (Human-Leukocyte-Antigen)-System oder synonym auch MHC
(Major-Histocompatibility-Complex) versteht man ein komplexes System aus
kérpereigenen Antigenen (Glykoproteinen) mit immunologischen und nicht-
immunologischen Funktionen, die auf nahezu allen kernhaltigen Zellen
exprimiert werden. |hr auffalligstes strukturelles Merkmal ist eine Spalte quer
Uber ihre duBere Oberflache, in der eine Reihe von verschiedenen Peptiden
gebunden werden kann. Hierdurch sind Effektorzellen des Immunsystems
(T-Zellen und in gewissem MaBe auch NK-Zellen) in der Lage, zwischen ,Selbst
und Nicht-Selbst” (also kérpereigenen und —fremden Zellen) zu diskriminieren.
AuBerdem kdénnen antigenwirksame Peptidstrukturen prasentiert werden, die
vom T-Zellrezeptor (TCR) spezifischer T-Zellen erkannt werden. NK-Zellen
exprimieren verschiedene inhibitorisch wirksame Rezeptoren (Killer cell
inhibitory receptors, KIRs), deren Liganden ebenfalls bestimmte HLA-Antigene
darstellen (10).

Die Gene des HLA-Systems werden auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
kodiert und in drei verschiedene Regionen eingeteilt, die im Folgenden néaher

beschrieben werden sollen.
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1.2.1 HLA-Klasse |

Die HLA-Klasse I-Region auf dem Chromosom 6 besteht aus 17 Loci von
denen drei die HLA-A, -B und -C Alloantigene kodieren. Ferner wurden drei
weitere Loci definiert (HLA-E, -F, -G), deren Bedeutung noch nicht eindeutig
geklart ist. HLA-E wurde als Ligand fur bestimmte inhibitorische NK-Zell-
Rezeptoren erkannt.

Antigene der HLA-Klasse | sind auf fast allen kernhaltigen Zellen sowie
Thrombozyten  nachweisbar. Auf Ilymphoiden Zellen, Granulozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen ist die Expression besonders aus-
gepragt. lhre Funktion liegt in der Prasentation von endogen synthetisierten
Antigenen. Es handelt sich um zelleigene oder virale Peptide, die im Zytosol der
Zelle abgebaut werden und anschlieBend von Transportmolekilen (TAP =
Transportproteine assoziiert mit Antigen-Prozessierung) ins endoplasmatische
Retikulum transportiert und dort an HLA-Klasse I-Molekile gebunden werden.
HLA-Klasse I-Molekile bestehen jeweils aus einer schweren hochpolymorphen
o-Kette (44 kDa) mit drei Domanen (a1-3) und einer leichten nicht polymorphen
Kette (12 kDa), dem B2-Mikroglobulin. Durch Faltung der a1- und a2-Doménen
entsteht die so genannte Peptid-Bindungsgrube, eine Antigen aufnehmende
Struktur, in der Oligopeptide gebunden werden kénnen. Die HLA-Peptid-
Komplexe werden anschlieBend auf der Zelloberflache exprimiert.

T-Zellen erkennen via T-Zellrezeptor (TCR) sowohl das zu ihnen passende
HLA-Molekul als auch das in seiner Grube enthaltene Peptid. Es entsteht ein
sogenannter trimolekularer Komplex, der Voraussetzung ist fir die Erkennung
von spezifischen, Uber HLA prasentierten Antigenen (11).

Eine Peptidprasentation scheint allerdings fur die Erkennung der Allospezifitat
(also ,Selbst” oder ,Fremd®) nicht notwendig zu sein. Die hochpolymorphen a1-
und o2-Domanen wirken selbst auch als Antigene und ihre Struktur bestimmt

die Zugehdarigkeit zum jeweiligen HLA-Allel. (12)
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1.2.2 HLA-Klasse Il

Die Gene dieser Region kodieren Antigene, die nach Entdeckung von HLA-A,
-B und -C als HLA-D bezeichnet wurden. Es wurden neun Loci definiert:

HLA-DR (R von ,related”) -A, -B1, -B3, -B4, -B5; HLA-DQ-A, -B; HLA-DP-A, -B
(13). Diese Antigene konnten bisher nur auf der Oberflache bestimmter Zellen
nachgewiesen werden. Dazu gehdéren vor allem immunkompetente
antigenprasentierende Zellen (engl. antigen presenting cells; APCs) wie zum
Beispiel B-Lymphozyten, Makrophagen, aktivierte T-Lymphozyten, dendritische
Zellen und aktivierte T-Zellen. Die Molekile bestehen aus einer a- und einer -
Kette. Wiederum bilden zwei hochpolymorphe Domé&nen (a1 und B1) eine
korbdhnliche Struktur zur Antigenaufnahme (14). Die Funktion dieser HLA-
Molekule liegt in der Prasentation von zuvor durch die oben genannten Zellen
aufgenommenen und prozessierten Antigenen. Proteine werden Uber
Rezeptoren oder Endozytose in die Zelle aufgenommen und in endosomalen
Vesikeln durch Proteasen zu 10-20 Aminosauren groBBen Peptiden gespalten.
Nach Verschmelzung mit Vesikeln aus dem endoplasmatischen Retikulum, die
HLA-Klasse |I-Molekile enthalten, erfolgt die Abspaltung der invarianten y-Kette
und es entstehen HLA-Peptid-Komplexe, die wiederum an der Zelloberflache
exprimiert werden. HLA-Klasse |lI-Antigene fuhren Uber Ausschittung von
Zytokinen zu einer Stimulation und Aktivierung von CD4*-T-Helferzellen sowie
zu Interaktion mit B-Zellen und anderen Effektorzellen des Immunsystems. (12)

1.2.3 HLA-Klasse lll

Die Gene der HLA-Klasse lll kodieren flirr verschiedene Proteine, die an der
unspezifischen Immunabwehr beteiligt sind und flr die Gewebserkennung keine
Rolle spielen (Komplementfaktoren, Tumor-Nekrosefaktor).
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HLA GENE Krassell Krasselll Krassel
DP DQ DR Komplement B C A
Faktoren
C4,Bf, C2

Molekiil- 0 ﬂ

synthese CHROMOSOM 6

Chromosom 15

j .

2M Mikroglobulin

K’ Zelmembran
HLA ¢
MOLEKULE

1—{ Peplid-Bindungsstelle ‘—I

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Gene des HLA-Komplexes und der
strukturellen Unterschiede der HLA-Klassen | und Il

(1) Die auf dem Chromosom 6 lokalisierten HLA-Gene kodieren u.a. fir die Molekile der HLA-
Antigen-Klassen | und Il (im Bild: HLA-A, -B und -C als HLA-Gene der Klasse |; HLA-DR, -DQ
und -DP als HLA-Gene der Klasse Il) sowie fiir Komplementfaktoren (HLA-C4, -Bf und -C2 als
HLA-Gene der Klasse Ill). (2) Eine Ausnahme bildet das so genannte 32-Mikroglobulin, welches
als integraler Bestandteil der HLA-Klasse I-Molekile von Genen kodiert wird, welche auf dem
Chromosom 15 lokalisiert sind. (3) Nach dem Schritt der Molekilsynthese werden die
verschiedenen HLA-Molekille durch die Zellmembran geschleust und auf der Zelloberflache
exprimiert. (4) Dort haben sie die Funktion, antigene Peptidfragmente den fir die jeweilige HLA-
Klasse spezifischen T-Lymphozyten (siehe Text) zu prasentieren, wobei diese Peptidfragmente

an der so genannten Peptid-Bindungsstelle gebunden werden.
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1.2.4 HLA-Polymorphismus

Alle HLA-Genorte zeichnen sich durch einen ausgepragten Polymorphismus
aus, wodurch eine groBe Anzahl an verschiedenen HLA-Ph&notypen mdglich
ist. Insgesamt sind Uber 780 Allele bekannt. Die Zahl der theoretisch denkbaren
Kombinationen und daraus resultierenden HLA-Genotypen wiirde diejenige der
momentanen Weltbevélkerung (geschatzt 6,6x10°) bei Weitem ibersteigen.
In ca. 60% der Falle kénnen dennoch HLA-identische Spender fur SZT
gefunden werden. Dies lasst sich damit erklaren, dass die HLA-Allele eines
Chromosoms en bloc miteinander gekoppelt vererbt werden und in sich eine
geringe Rekombinationsfrequenz aufweisen. Kinder erhalten kodominant von
jedem Elternteil eine haploide Erbinformation, den so genannten Haplotyp.
Nach den Mendelschen Gesetzen folgt daraus eine Wahrscheinlichkeit von
0,25, dass zwei Geschwister in ihren Haplotypen Ubereinstimmen, sowie, dass
Eltern und Kinder in der Regel nur haploidentisch sein kénnen.

Weiterhin wurde beobachtet, dass bestimmte Haplotypen innerhalb einer
Population wesentlich haufiger zu finden sind, als statistisch zu erwarten ware
(15). Dieses Phanomen wird als lineage disequilibrium (Kopplungsungleich-
gewicht) bezeichnet. Daraus ergibt sich aber auch, dass fur Patienten mit
seltenen Haplotypen meist kein Spender gefunden werden kann, es sei denn,

ein Geschwisterspender ist vorhanden.
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1.2.5 Klinische Relevanz des HLA-Systems

In der Transplantationsimmunologie spielt das HLA-System eine groBe Rolle.
Die Auswahl eines geeigneten Spenders, wie z.B. bei einer SZT, richtet sich
dabei nach der Ubereinstimmung der HLA-Merkmale der Klassen | und II.

In den letzten Jahren zeigte sich durch verfeinerte molekulargenetische
Untersuchungsmethoden bei der HLA-Typisierung, dass die Definition der HLA-
Identitat vom Auflésungsvermdgen der angewandten Technik und auch von der
Zahl der berlcksichtigten HLA-Gene abhangig ist.

Durch méglichst weitreichende Typisierung konnte das Uberleben bei
Fremdspendertransplantationen verbessert werden (16-18). Dagegen nahm die
transplantationsbedingte Mortalitat (TRM, transplant related mortality) mit dem
Grad des Mismatches zu (19). Wie viele Genorte berilicksichtigt werden sollten
und ob gewisse Mismatches zulassig sein kénnten, ist noch nicht vollstandig
geklart. Zur Zeit wird Uberwiegend die Bestimmung der Allele von HLA-A, -B,
-C, -DRB1 und -DQB1 empfohlen (17;20). Insgesamt missen also zehn
Merkmale idealerweise Ubereinstimmen (,ten out of ten®), wodurch die Zahl der
zur Verflgung stehenden, als identisch geltenden Spender drastisch absinkt
und nur etwa bei 30% fir Transplantationen hamatopoetischer Stammzellen im
Kindesalter liegt (21;22). Diesem Problem versucht man in den letzten Jahren
zunehmend mit Graft-Manipulationsverfahren, wie z.B. der Positivanreicherung
von Stammzellen zu begegnen, welche es ermdglichen, trotz HLA-Inkom-

patibilitdten eine Transplantation durchzuflhren (22).
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1.3 Graft versus Host Disease

1.3.1 Allgemeine Immunpathophysiologie der GvHD

Die GvH-Erkrankung geht mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat einher
und stellt ein zentrales Problem der allogenen Stammzelltransplantation dar.
Sie wird unterteilt in eine akute (2-5 Wochen nach Transplantation) und eine
chronische Form (100 Tage nach Transplantation). Effektoren sind in erster
Linie reife T-Lymphozyten, d.h. CD3*/CD4"- und CD3*/CD8"-Lymphozyten, die
in einen genotypisch verschiedenen Empfanger transferiert werden (23;24).
Nach der Prasentation des Alloantigens erfolgt eine Aktivierung und klonale
Proliferation derjenigen T-Zellen, die dieses Antigen erkennen kénnen (25).
Zudem existieren sowohl im Mausmodell, als auch beim Menschen
unvollstandig charakterisierte Minor Histocompatibility Antigens, die vermutlich
nicht von HLA-Genen kodiert werden, jedoch ebenfalls fir die Auslésung einer
GvHD verantwortlich sein kénnen (26). Infolge direkter Zellzytotoxizitat sowie
Uber Zytokinausschittung unter Beteiligung von NK-Zellen (v.a. IL-1, IL-2 und
TNFa) kommt es v.a. bei Epithelzellen zu einer Zellnekrose (satellite cell
necrosis). Die akute Form der GvH-Erkrankung wird je nach Anzahl der
betroffenen Organe und Starke der Auspragung klinisch in vier Schweregrade
eingeteilt. Hauptangriffspunkte sind Haut, Leber und Darm. Beim chronischen
Verlauf kann die Erkrankung in einer limitierten und einer extensiven Form
auftreten, wobei die klinische Symptomatik verschiedenen Autoimmuner-
krankungen nahe steht. Am haufigsten sind Haut (Erytheme, sklerodermieartige
Veranderungen), Schleimhdaute (Lichen planus), Leber (Hyperbilirubinamie),
Lungen (obstruktiv/restriktive Verdnderungen) und Augen (Sicca-Syndrom,
Keratitis) beteiligt (27).
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1.3.2 Risikofaktoren der GvHD

Der Grad der HLA-Inkompatibilitit von Spender und Empfanger ist ent-
scheidend fir das Auftreten sowie das AusmaB der GvHD. Bei unverwandten
Spendern liegt die GvHD-Inzidenz dabei deutlich héher als bei Geschwister-
spendern, selbst wenn ein komplettes Match vorliegt. Dies ist auf die Grenzen
der HLA-Typisierung zurtickzuflhren, sowie auf unvollstandig bekannte minor-
Antigene, die bei Spendern auBerhalb der Familie wohl stérker differieren (28).
Weiterhin spielen auch die Geschlechtsdifferenz, das Alter von Patient und
Spender, die Art der Konditionierung und Virusinfektionen (z.B. Herpesviren) als
Risikofaktoren eine Rolle (29;30). Allgemein wird das GvHD-Risiko bei jungen
Patienten und jungen Spendern als geringer angenommen, wenngleich
mehrere péadiatrische Studien, in denen unmanipuliertes Knochenmark von als
identisch geltenden Fremdspendern unter einer CSA/MTX-Prophylaxe

verwendet wurde, erhebliche GvHD-Raten zeigten (31-34).

1.3.3 Vorbeugende MaBnahmen zur Vermeidung einer GvHD

Grundsatzlich muss immer eine Prophylaxe in Form einer medikamentésen
immunsuppressiven Behandlung (Methotrexat, MTX; Cyclosporin A, CSA; und
andere) durchgefihrt werden (2). Ausgenommen sind syngene Trans-
plantationen, bei denen eine GvHD nicht erwartet werden muss. Neben-
wirkungen der Immunsuppression sind zum Teil erheblich und bestehen in
Schleimhautschaden, Verstarkung einer Mucositis, Myelosuppression (MTX),
Lebertoxizitat (MTX, CSA) Nierentoxizitat (CSA), pulmonalen Komplikationen
(interstitielle ~ Pneumonitis, diffuse  alveoldare = Hamorrhagien), sowie
thrombotischen Mikroangiopathien (CSA). Zusétzlich werden bereits seit Jahren
physikalische und immunologische Methoden eingesetzt, um T-Zellen aus dem
Zellgemisch des Transplantats zu entfernen (z.B. E-Rosetting, Lektin-
agglutination, T-Zell-Antikérper). Je nach dem wie grindlich die Spender-
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T-Zellen dadurch depletiert werden kdnnen, lassen sich GvH-Reaktionen mit
unterschiedlichem Erfolg vermeiden. Durch Entwicklung neuer Techniken der
Zellseparation wie der immunomagnetischen Positivanreicherung von
Stammzellen (CD34, CD133) wurde eine hoch wirksame Pravention der GvHD
moéglich und es gelang dadurch in den letzten Jahren, groBe Mengen
hochreiner Progenitorzellen auch von HLA-nichtidentischen Spendern ohne

zusatzliche Immunsuppression erfolgreich zu transplantieren (35-37).

1.4 Naturliche Killerzellen

In den siebziger Jahren wurden die NK-Zellen als dritte eigenstandige
Lymphozytenpopulation neben B- und T-Zellen erkannt (38;39). Sie sind dem
unspezifischen Immunsystem zuzurechnen und zeichnen sich morphologisch
durch eine Vielzahl azurophiler Granula im Zytoplasma aus, die sie als LGL’s
(Large Granular Lymphocytes) ausweisen. Der Anteil der NK-Zellen an den
Lymphozyten des peripheren Blutes liegt bei 5-25% und unterliegt einer
ausgepragten Tagesrhythmik (40). AuBerdem wird er von zahlreichen Faktoren
wie der koOrperlichen Aktivitat, Stresssituationen, Infekten oder entziindlichen
Reaktionen beeinflusst. Auch in lymphatischen Geweben, in der Milz, in der
Leber und in anderen soliden Geweben finden sich NK-Zellen in
unterschiedlicher Anzahl.

Allgemein wird angenommen, dass sich NK-Zellen sehr wahrscheinlich im
Knochenmark aus CD47/CD8 Vorlauferzellen der T-Zell-Reihe differenzieren
(41;42), da sie mit T-Zellen eine Vielzahl von Oberflachenmolekilen teilen und
auch ahnliche Mechanismen der Target-Zell-Lyse besitzen (43;44). Neue
Erkenntnisse weisen zudem darauf hin, dass auch sekundar lymphatische
Gewebe wie Lymphknoten wichtige Orte der NK-Zell-Entwicklung und -Reifung
darstellen (45). Die meisten NK-Zellen lassen sich durchflusszytometrisch mit

folgenden Oberflachenmolekiilen charakterisieren:
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= (CD2, ein Adhasionsmolekil (75-kDa B-Untereinheit des IL2-Rezeptors)

» (CD16, Bestandteil des niedrigaffinen FC-Rezeptors FCyRIIIA, vermittelt
Phagozytose und ADCC

= (D56, ein Adhasionsmolekil, typischer Marker flir humane NK-Zellen

= CD69, ein frihes Aktivierungsmolekil, das von aktivierten Lymphozyten

exprimiert wird.

Weiterhin findet man auf Subpopulationen von NK-Zellen die Antigene CD8,
CD25, CD38, CD71 und HLA-DR. Ublicherweise wird der Phénotyp von NK-
Zellen als CD3/CD16*/CD56" identifiziert, auch wenn eine Unterfraktion der
T-Zellen ebenfalls die CD16- und CD56-Oberflachenmerkmale aufweist.

Die initiale Bezeichnung der NK-Zellen erfolgte aufgrund ihrer Fahigkeit,
bestimmte Tumoren, leukdmische Blasten, Lymphome, sowie virusinfizierte
Zellen ohne vorhergehende Sensibilisierung zu lysieren (39;46-48).

Mitte der achtziger Jahre entdeckte man, dass im Gegensatz zu T-Zellen,
welche HLA-Antigene auf ihren Targetzellen benétigen, NK-Zellen vor allem
effektiv gegen Tumor- oder Leukdmiezellen mit stark erniedrigter oder fehlender
HLA-Klasse I-Expression sind. Dieses Phanomen wurde erstmals 1986 von
Klas Karre als ,Missing-self-Hypothese® beschrieben und in spateren Studien
bestatigt (46;49;50). Neben der Expression von HLA-Klasse |-Antigenen scheint
auch die Prasentation bestimmter Signalpeptide innerhalb des HLA-Komplexes
eine Rolle in der Erkennung als normale Zelle durch NK-Zellen zu haben (50).
Die zytotoxische Aktivitdt wird durch das Zusammenwirken von inhibierenden
und aktivierenden Rezeptoren, die auf der Zelloberflache exprimiert werden, im
Sinne eines Summationseffekts gesteuert. Hierbei Uberwiegt unter physio-
logischen Bedingungen der Einfluss der inhibitorischen Rezeptoren und sorgt
dafdr, dass als ,normal“ erkannte Zellen nicht von NK-Zellen attackiert werden
(51-54). Zusatzlich tragen Adhasionsmolekile und akzessorische Rezeptoren
zur Zytolyse bei (55).
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Zusammenfassend lassen sich die Aufgaben der NK-Zellen im Immunsystem in

folgender Weise beschreiben:

= Frihe Abwehr von Viren, intrazellularen Bakterien und Parasiten (56;57)
Die antivirale NK-Aktivitat erreicht dabei ihren H6hepunkt etwa am 3. Tag
post infectionem und stellt damit die erste Front zellularer Abwehr-
mechanismen dar. Erst ab dem 7. Tag treten zytotoxische T-Zellen in
Aktion.

= Kontrolle aberranter Zellen, die Tumorantigene exprimieren oder ihre
HLA-Klasse I-Expression reduzieren (niedrige oder fehlende NK-
Zellaktivitat ist im Tiermodell und beim Menschen mit der Entstehung von
Tumoren bzw. progredientem Tumorwachstum assoziiert).

= Durch die Produktion von verschiedenen Zytokinen (u.a. IFN-y, TNF-a)
spielen NK-Zellen auBerdem eine wichtige Rolle in der Regulation der

Immunantwort.

1.4.1 NK-Zell-Rezeptoren und Adhasionsmolekiile

Die Aktivitat von NK-Zellen wird durch verschiedene Rezeptoren reguliert
(52;53;58) und resultiert aus dem Zusammenspiel von positiven Signalen der
KAR (kill cell activating receptors) sowie kostimulatorischen Molekilen auf der
einen Seite und inhibitorischen Interferenzen der KIR (kill cell inhibitory
receptors) auf der anderen Seite (52;59;60). Die NK-Zell-Rezeptoren lassen
sich in verschiedene Klassen unterteilen:
HKiller cell immunoglobulin-like receptors®, gehéren zur Immunogobulin
Superfamily (IgSF)
= ,C-type lectin-like receptors® (CTLR)
= natural cytotoxicity receptors” (NCR)
Zu den Klassen der IgSF und CTLR gehdren aktivierende ebenso wie

inhibitorisch wirksame Rezeptoren.
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1.4.1.1 Killer cell inhibitory receptors (KIR)

Gene, die fur die Familie der ,killer cell immunoglobulin-like receptors® kodieren,
befinden sich auf Chromosom 19. Die Unterteilung dieser Rezeptoren erfolgte
bezlglich deren Anzahl an externen Ig-Doménen (2D oder 3D) und dem
Vorhandensein eines langen (L) oder kurzen (S) zytoplasmatischen Teiles,
welches mit der Funktion als inhibierender oder aktivierender Rezeptor
korrespondiert (61). Inhibierende  NK-Zell-Rezeptoren der Immunglobulin
Superfamilie (Typ | Transmembran Proteine) sind in Abb. 1.2 beschrieben.

Molekular-
Charakterisiert

Proteinbezeichnung | gewichts- . HLA-Liganden

klasse in kD
p58.1 bzw. 58 anti CD158a HLA-C 2,4,5,6
KIR2DL2/3 (62;63)
p58.2 bzw. KIR 2DL1 58 anti CD158b HLA-C 1,3,7,8

(62;63)

p70 bzw. KIR3DL1 70 anti CD158e HLA-Bw 4 (64)
p140 bzw. KIR3DL2 140 anti CD158k HLA-A 3,11 (65)
Tab. 1.2: Gruppe der Ig-ahnlichen Rezeptormolekiile mit inhibitorischer Funktion.

Gene, die fur die C-Typ-Lektin-Superfamilie (Typ Il Transmembran Proteine)
kodieren, befinden sich auf Chromosom 12 (66;67). Zu dieser Familie werden
die Rezeptormolekille CD94/NKG2-A gezahlt, die spezifisch flr Leaderproteine
verschiedener HLA-Klasse I-Antigene (ausgenommen Bw4) sind, welche Uber
HLA-E als spezifischem Liganden prasentiert werden. Dabei handelt es sich um
ein Heterodimer, das aus zwei Glykoproteinen aufgebaut ist. Das CD94-Molekiil
ist mit einer von vier Untereinheiten des NKG2-Molekil Gber Disulfidbriicken
verbunden. Bei NKG2A und B wirkt dieser Rezeptorkomplex inhibierend, bei
NKG2C und -D aktivierend (68).
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1.4.1.2 Killer cell activating receptors (KAR)

In den letzten Jahren wurden verschiedene aktivierende NK-Zell-Rezeptoren
charakterisiert zu denen NKp30, NKp44, NKp46, NKG2C und NKG2D gehdren.
Abgesehen von NKG2D ist bislang nur wenig bekannt UOber die
korrespondierenden  HLA-Liganden der aktivierenden Rezeptoren mit
Ausnahme der Erkenntnis, dass bei aktivierenden Rezeptoren die Bindung von
HLA-Liganden wesentlich schwéacher ist als die Bindung dieser Molekile durch
die entsprechenden inhibitorischen Rezeptoren (55;69;70). NKG2D wird von
praktisch allen NK-Zellen, yd T-Zellen und CD8" T-Zellen exprimiert und bildet
zusammen mit dem  Adapterprotein DAP10 einen  aktivierenden
Immunrezeptorkomplex (55;71). Durch Bindung mit seinem MHC-Klasse |
verwandten Liganden auf infizierten oder maligne transformierten Zellen
stimuliert NKG2A die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen sowie die Sekretion
von Zytokinen (71;72). Die NCR NKp46 und NKp30 finden sich auf allen NK-
Zellen, ob in aktiviertem oder ruhendem Zustand. NKp44 wird nur von
aktivierten NK-Zellen exprimiert (73). AuBerdem hat der fur die ADCC
verantwortliche Rezeptor CD16 als FCyRIII-Untereinheit des Fc-Rezeptors eine

NK-Zell aktivierende Funktion.

1.4.1.3 Adhédsionsmolekiile

Neben den inhibitorischen und aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren sind
verschiedene Adhasionsmolekile mitbestimmend fir die Interaktion der NK-
Zellen mit anderen Zellen. So genannte intercellular adhesion molecules®
(ICAM) und die ,lymphocyte function-associated antigens® (LFA) spielen beim
ersten Kontakt zwischen NK-Zellen und ihren Targetzellen eine Rolle.

Einige der wesentlichen Adhasionsmolekiile dieser beiden Gruppen sind in Tab.

1.2 aufgefahrt.
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Bezeichnung CD-Antigen Funktion

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

ICAM 2 CD102 Ligand far Integrine,
ermoglicht z.B. die Bindung von Lymphozyten
an antigenprasentierende Zellen

ICAM 3 CD50 Interaktion zwischen Lymphozyten und antigen-
prasentierenden Zellen wie ICAM 2

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

LFA 2 CDh2 bindet LFA 3 als Liganden und spielt eine Rolle
bei der Zelladh&renz

LFA3 CD58 bindet an CD2 und wird u.a. auch auf B-Zellen,
T-Zellen und Monozyten exprimiert

Tab. 1.3: Adhéasionsmolekiile, die Einfluss auf die Interaktion von NK-Zellen mit

Targetzellen nehmen

1.4.2 Mechanismen der NK-Zell-Lyse

Als wesentliche Mechanismen der NK-Zell-Lyse gelten das Perforin/Granzyme-
System, der Fas/FasL-Mechanismus und das TRAIL-System (tumor necrosis
factor related apoptosis inducing ligand) (74). AuBerdem sind NK-Zellen als
einzige Lymphozyten befahigt, sowohl natirlich als auch Antikérper-abhé&ngige
Zytotoxizitat (antibody dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) auszutiben.
Experimente mit perforindefizienten Mausen zeigten, dass das Perforinsystem
eine unverzichtbare Voraussetzung flir eine effiziente Tumorlyse darstellt,
wahrend der Fas/FasL-Mechanismus nach Interleukin 2 Stimulation an
Bedeutung gewinnt (75). AuBerdem sind die Interleukine 2, 12, 18 und vor

allem IL-15 potente Stimulatoren der zytotoxische NK-Zell-Aktivitat.
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Weiterhin produzieren NK-Zellen selbst effektive Zytokine wie IFN-y, TNF-q,
GM-CSF, IL-10, IL-13 und nehmen damit massiven Einfluss auf andere immun-
kompetente Zellen wie T-Lymphozyten, Monozyten oder Granulozyten, um so

die frihe Phase der nattrlichen und adaptiven Immunantwort zu optimieren.

1.5 NK-Zell-Alloreaktivitat

Anhand von Tierversuchen wurde zunachst gezeigt, dass nach Verabreichung
allogener NK-Zellen eine gewlnschte alloreaktive Aktivitdt gegeniber
leukdmischen Blasten (Graft versus Leukemia Effekt, GvL) beobachtet werden
kann. Zudem konnte im Gegensatz zu T-Zellen keine gegen den Wirt gerichtete
Immunreaktion im Sinne einer GvH-Reaktion nachgewiesen werden (76). In
weiteren Versuchen stellte sich heraus, dass alloreaktive NK-Zellen einer
GvHD-Ausbildung sogar vorbeugend entgegenwirken und somit zu einem
besseren Engraftment des jeweiligen Transplantates fUhren (7;77-79).

Aversa beschrieb im Rahmen von haploidentischen Transplantationen ein
unerwartet gutes, ereignisfreies Uberleben bei adulten Patienten mit AML,
obwohl zum Zeitpunkt der Transplantation teilweise keine Remission vorlag (4).
Daraufhin entwickelten Velardi/Ruggeri et al das Konzept der NK-Alloreaktivitat
(siehe Abb. 1.2) (79).

Demnach kénnen alloreaktive Klone entstehen, wenn Spender-NK-Zellen in die
HLA-differente  Umgebung des Empfangers gelangen und bestimmte, als
dominant bezeichnete inhibierende Rezeptoren vom HLA-Typ des Empfangers
nicht mehr gehemmt werden. Dieses Konzept des KIR-Ligand-Mismatches
erlaubt es, eine NK-Zell-Alloreaktivitat allein auf Grundlage der HLA-B und
HLA-C Konstellation von Spender und Empfanger vorherzusagen.
Berlcksichtigt werden nur die KIRs CD158a, CD158b, CD158e und deren
zugeordnete HLA-Liganden (vgl. Abb. 1.2).

Dieser Effekt der NK-Alloreaktivitat bei haploidentischer SZT wurde zunéachst
bei akuter myeloischer Leukdmie (AML) beobachtet (78-80). Dagegen konnte
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bei adulten Patienten mit lymphatischer Leukdmie keine NK-Alloreaktivitat und
auch kein klinischer Vorteil nachgewiesen werden (78). Jingste experimentelle
und klinische Untersuchungen, wie auch die Ergebnisse dieser Arbeit, weisen
allerdings auf einen GvL-Effekt von NK-Zellen bei kindlicher ALL hin (8;81).
Zudem ermutigen neue Erkenntnisse Uber das alloreaktive Verhalten von NK-
Zellen bei allogener SZT, deren Einsatz als Effektoren einer adoptiven

Immuntherapie.

Spender Empfanger
I | |
HLA NK Repertoire HLA Target
— Fehlende
HLA-C Gruppe 2 CD158a HLA-C Gruppe 2

(KIR2DL1)

L |

1>

Fehlende
HLA-C Gruppe 3

11 2

CD158b
HLA-C Gruppe 1 ‘ (KIR2DL2/3)

Abb. 1.2: Spender-vs-Empfianger NK-Zell-Alloreaktivitit nach dem KIR-Ligand-
Mismatch Konzept von Velardi/Ruggeri et al. Spender, die HLA-C Allele
der Gruppe 2 exprimieren (Cw 2, 4, 5, 6) und NK-Zellen aufweisen, die
inhibitorische KIR tragen, welche fiir HLA-C Allele der Gruppe 2 spezifisch
sind, verhalten sich alloreaktiv gegeniiber Zellen von Empféangern, die
keine HLA-C Allele der Gruppe 2 exprimieren (die also homozygot fiir
HLA-C Allele der Gruppe 1 sind). Spender, die HLA-C Allele der Gruppe 1
exprimieren (Cw 1, 3, 7, 8) und NK-Zellen aufweisen, die inhibitorische KIR
tragen, welche fiir HLA-C Allele der Gruppe 1 spezifisch sind, verhalten
sich alloreaktiv gegeniiber Zellen von Empféangern, die keine HLA-C Allele
der Gruppe 1 exprimieren (die also homozygot fiir HLA-C Allele der
Gruppe 2 sind) (82).
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1.6 Studienziele

Die experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit hatten zunachst das Ziel,
eine effiziente Methode der Generierung und Expansion von NK-Zell-Klonen zu
etablieren. Mittels MACS-Technologie erfolgte die Anreicherung von CD56"-
bzw. Depletion von CD3*-Zellen und in Zusammenarbeit mit Prof. Velardi et al
(Perugia, ltalien) die Erstellung eines Protokolls zur Klonierung der NK-Zellen
aus Patienten- und Spenderblut.

Auf klonaler Ebene sollte daraufhin Gberprift werden, ob alloreaktive NK-Zellen
von gesunden Spendern, sowie von Patienten nach Transplantation
identifizierbar sind. Nach der Definition des KIR-Ligand-Mismatch Konzepts von
Velardi et al wurden NK-Zell-Klone von Spendern mit bekanntem HLA-Typ
gegen Referenzzelllinien mit definierter HLA-Klasse |-Expression sowie gegen
verschiedene kryokonservierte padiatrische Pra-B-ALL Blasten auf Allo-
reaktivitat mittels BATDA-Release-Assays ausgetestet. Dadurch sollte auch der
pradiktive Wert des KIR-Ligand-Mismatch Konzepts hinsichtlich des Killings von
kindlichen ALL Blasten der B-Zelllinie evaluiert werden.

Ferner verfolgte diese Studie das Ziel, NK-Zell-Klone von gesunden Spendern
und Patienten mit besonders hoher bzw. niedriger zytotoxischer Aktivitat gegen-
Uber kindlichen Pra-B-ALL Blasten weitergehend zu analysieren und Erkennt-
nisse dartber zu gewinnen, wodurch sich diese Effektoren auszeichnen und
welche weiteren Regulationsmechanismen eine Lyse dieser Targetzellen
ermodglichen bzw. verhindern. Zur immunphanotypischen Charakterisierung der
NK-Zell-Klone auf inhibierende und aktivierende Rezeptoren, sowie
costimulatorische  Oberflachen-/Adhdsionsmolekilen  wurden  qualitative
4-Farben-FACS-Analysen durchgefihrt.



2 Material

Material | 20

2.1 Allgemeine Materialien

2.1.1 Gerate sowie Glas- und Plastikmaterial

Sterile Werkbank Hera safe Herdus
Brutschrank Hera cell Herdus
Kihlschrank, Gefrierschrank Liebherr
Laborzentrifugen: Hettich

» Rotixa 50 RS

» Rotixa RP
Blutanalysegerate:

» Cellcounter Advia 120 Bayer

= Minos STE Roche
Bestrahlungsgerat, GammaCell 1000 Elite MS Nordion,
CEO120 (22x10'? By 607 Ci, Caesium 137) Ontario/Kanada
Beheizbares Wasserbad Kéttermann
Ultraschallentgaser Sonorex, Super RK 106 Bandelin
Vortexer VF 2 Janke & Kunkel
Schattler, Titramax 100 Heidolph
Drehschttler Snijders
Pipettiergerat Multipette Plus Eppendorf
Pipettiergerat Fireboy Tecnomara

Pipettiergerat Pipettboy Plus

Integra Bioscience

Sterile Plastikpipetten (1, 2, 5, 10, 25ml)

Costar

Verstellbare Pipetten
Pipetman, 10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul

Gilson
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Pipettenspitzen Gilson
PPN — Roéhrchen, steril, 15ml, 50ml Greiner
Réhrchenstander Nalgene
ReaktionsgefaBe, steril, 1,5ml Eppendorf

Zellkulturflaschen 50 ml, 250 ml

Costar, Greiner

Handschuhe Safeskin
Desinfektionsspray Braun
Spritzen, steril, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml Braun
Butterfly 21 Abbott
Kanulen Sterican®, 20G, 22G, 24G Braun

2.1.2 Stammlésungen

Stammlésung A: Medium fir Zellkultivierung und Zytotoxizitatsassay

= 500 ml RPMI 1640

» 50 ml Fetales Kalberserum (FCS),
inaktiviert (30 min. bei 56 °C)

» 5 ml L-Glutamin (200 mM)

= 5 ml Penicillin (10000U) /
Streptomycin (10mg/ml)

= 12,5 ml Hepes-Buffer 1M

Stammiésung B: MACS - Puffer

= 500 ml Phosphat buffered saline (PBS)

= 10,6 ml EDTA (250 mM)
= 10 ml Humanalbumin 20%

Biochrom
PAA Laboratories

Biochrom

Biochrom

Biochrom

Gibco
Universitatsapotheke
DRK BW

Bei leicht gedffnetem Deckel 15 min lang ultraschallentgast.




Stammlésung C: FACS - Puffer

»= 500 ml Phosphat buffered saline (PBS)
= 1,66 ml Bovine serum albumin (BSA), 30%

= 5 ml Natriumazid, 10%
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Gibco
Sigma
Sigma

2.2 Material fur die Isolierung mononuklearer Zellen

Peripheres Vollblut

Gesunde Spender,
Patienten der Universitats-
kinderklinik Tubingen

Buffy Coats Blutbank TUbingen
Heparin:

= Vetren® 200 Byk Gulden

= Liquemin® Roche
Bicoll Separating Solution, Ficoll Seromed
Phosphat buffered saline (PBS) Gibco

2.3 Spezielle Materialien fir die Zellzahlung und Mikroskopie

Neubauer Zahlkammer Brandt
Trypanblau (0,4%) Sigma
Lichtmikroskop (Zellzahlbestimmung) Zeiss
Inversionsmikroskop (Zellkulturbeobachtung) Olympus
Objekttrager (76 x 26 mm) Langenbrinck
Deckglaser Menzel
Zahluhr Ivo
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2.4 Spezielle Materialien fur die Zellanreicherung

Vario MACS (Magnet) Miltenyi Biotec
MLC — 1 Handmagnet Dynal
Separationssaule Typ LS*, CS Miltenyi Biotec
Stammlésung B siehe 2.1.2
Nylon — Zellfilter (40pm) Falcon
Polyglobin 5% Bayer
CD3-Multisort Kit (Microbeads u. Reagentien) Miltenyi Biotec
CD56-Multisort Kit (Microbeads u. Reagentien) | Miltenyi Biotec
Dynabeads M450, CD 3 Dynal

2.5 Spezielle Materialien fir die NK-Zell-Klonierung

PHA - M Sigma

Interleukin 2 (r-1L2) Universitatsapotheke
Interleukin 15 R&D Systems
Mikrotiterplatten, U-Form, 96-Loch Costar
Mikrotiterplatten, 48-Loch, 24-Loch Costar
Stammlésung A siehe 2.1.2
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2.6 Material fur die Durchflusszytometrie

GERATE, LABORARTIKEL UND REAGENZIEN

FACSCalibur

Becton Dickinson, Heidelberg

angeschlossene Hardware

Apple

Auswertungsprogramm CellQuest

Becton Dickinson, Heidelberg

Quifikit

Dako, Ddnemark

Stammlésung C

siehe 2.1.2

Analyseréhrchen
= 5 ml, Rundboden

= spitz

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht

MONOKLONALE ANTIKORPER

ANTIKORPER SUBTYP MARKIERUNG HERSTELLER
Kontrollantikérper | IgG FITC Becton Dickinson
yi/v2 Simultest |19G2a PE

G1 Mouse lgG APC Becton Dickinson
G2a Mouse 19Gi2a PerCP Becton Dickinson
CD3 1gG1 PE Becton Dickinson
CD3 fe[CF FITC Becton Dickinson
CD3 fe[CF APC Becton Dickinson
CD3 1gG1 PerCP Becton Dickinson
CD 56 1gG1 PE Becton Dickinson
CD 56 fe[CF FITC Becton Dickinson
CD 56 1gG1 APC Becton Dickinson
CD 158a 1gG1 PE Becton Dickinson
CD 158b 1gGap FITC Becton Dickinson
CD 158e (NKB1) |IgG APC Becton Dickinson
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Ch2 fe[CF PE Becton Dickinson
CD 11a 1gG1 FITC Becton Dickinson
CD 50 1gGap FITC Becton Dickinson
CD 54 fe[CF FITC Becton Dickinson
CD 58 0G2a FITC Becton Dickinson
CD 94 1gG1 FITC Becton Dickinson
CD 154 fe[CF FITC Becton Dickinson
CD 16 fe[CF FITC Becton Dickinson
CD 38 1gG1 FITC Becton Dickinson
CD 85j 1gGap PE Beckman Coulter
NKG2A 1gGap PE Beckman Coulter
NKG2D gG1 APC R&D Systems

NKp30 lgG1 PE Beckman Coulter
NKp44 fe[CF PE Beckman Coulter
NKp46 1gG1 PE Beckman Coulter

2.7 Material fur den Zytotoxizitatstest

Sonifier Cell Disruptor B-12

Branson Sonic Power

Victor 1420 Multilabel

Counter Wallac

Angeschlossene Hardware Compaq
Software Wallac 1420 Workstation Wallac
Mikrotiterplatte, U — Form, F - Form Greiner
BATDA - Ligand Wallac
Europium — Lésung Wallac
Lyse — Puffer Wallac

Anti-HLA ABC — Antikérper (clone W6/32)
Subtyp IgG2a

Harlan Sera-Lab Lt.




2.8 Zelllinien
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Erythroleuk&mische Zelllinie K562

LGC Promochem, Wesel

EBV-transformierte B-Lymphoblastische
Zelllinie LCL-721.221

LGC Promochem, Wesel

B-LCL missing HLA-Bw4 (W00)

Velardi, Perugia/ltalien

B-LCL missing HLA-Cw3 (WT47)

Velardi, Perugia/ltalien

B-LCL missing HLA-Cw4 (LADA)

Velardi, Perugia/ltalien

2.9 Allgemeine Software

Word 2007 Microsoft
Excel 2007 Microsoft
GraphPad Prism 4 Statcon
SigmaPlot 10 Statcon

Reference Manager 10

Thomson ResearchSoft
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3 Methoden

3.1 Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen

3.1.1 Prinzip

Aus heparinisiertem, peripherem Vollblut freiwilliger Spender oder Buffy Coats
(bereitgestellt von der Blutbank Tubingen) werden durch Dichtegradienten-
zentrifugation nach der von Béyum beschriebenen Methode mit Ficoll-Hypaque
periphere mononukleare Zellen (PMNC) gewonnen (83;84).

Aufgrund der Dichteunterschiede kommt es nach Zugabe von Ficoll-Hypaque
(Dichte d=1,077g/ml) zu einer Auftrennung der unterschiedlichen zellularen
Blutbestandteile. Thrombozyten und PMNC haben eine geringere Dichte als
Ficoll-Hypaque und reichern sich in der so genannten Interphase (3. Schicht
von unten) auf der Ficollschicht an, wahrend z.B. Erythrozyten und
Granulozyten eine hdhere Dichte haben und sich deshalb unterhalb der

Ficollschicht absetzen.

3.1.2 Dichtezentrifugation mit Ficoll-Hypaque® nach Béyum

1)  Heparinisiertes Vollblut (10 I.E./ml) wird im Verhaltnis 1:1 mit PBS
gemischt (bei Buffy Coats im Verhaltnis 1:3). In einem 50 ml
Falconréhrchen wird zunachst 15 — 20 ml Ficoll-Hypaque vorgelegt und
dann 30 — 35 ml der Blut-PBS-Mischung mit einer Pipette vorsichtig
aufgeschichtet, so dass zwei Phasen entstehen.
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2) Dichtegradientenzentrifugation der R&hrchen 30 min bei Raum-
temperatur mit 400g; Anlaufzeit 100s, Bremse 0. Mit einer sterilen
Pipette wird die oberste Schicht, die das Plasma und die Thrombozyten
enthalt, entfernt.

3) Mit einer weiteren sterilen Pipette wird dann die Schicht, welche die
PMNC enthalt, vorsichtig abgesaugt und in ein steriles 50 ml
Falconréhrchen Uberflhrt.

4)  Waschen der PMNC: Réhrchen wird mit PBS aufgefillt und bei 300g fir
10 min zentrifugiert, anschlieBend wird der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet resuspendiert. Diese Schritte werden einmal wiederholt,
und je nach weiterer Verwendung das Pellet am Schluss in Medium
oder PBS resuspendiert und die Zellzahl manuell mit der Neubauer
Zahlkammer oder mit dem Advia-Geréat bestimmt.

3.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte zum einen mittels eines vollautomatischen
Zahlgerates (Advia 120, Bayer, Leverkusen). Hierbei ist durch die Messung des
von jeder Zelle ausgesandten Streulichts, sowie der Peroxidaseaktivitat neben
der Zellzahlbestimmung auch eine genauere Zelldifferenzierung maéglich.

Weiterhin wurde die Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zahlkammer
durchgefihrt (Neubauer Improved Assistent Bright Line, Germany:
Gesamtflache: 0,025 mm2, Tiefe 0,1 mm, vier GroBgradrate mit je 16
Kleinquadraten). Die Zellsuspensionen werden hierzu mit Trypanblau (trypan
blue solution 0,4%, sigma chemical co) im Verhaltnis 1:1 verdinnt. Dabei kann
die Vitalitdt der Zellen beurteilt werden, da tote Zellen aufgrund des
Integritatsverlusts ihrer Membranbarriere mit Trypanblau angefarbt werden und
bei mikroskopischer Betrachtung als schwarz-blaue, unregelméaBig begrenzte
Punkte imponieren. Mit Hilfe eines Mikroskops (Olympus CX40LF200, Japan)
kénnen folglich alle vitalen Zellen in je vier GroBquadraten ausgezahlt werden.

Die Zahlung umfasst dabei mindestens 200 Zellen.
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Die Zellzahlbestimmung nach Neubauer wurde vor allem bei zuvor kultivierten
oder kryokonservierten Zellen angewandt, da in der Regel ein Teil der Zellen
durch das Kultivieren bzw. Kryokonservieren morphologische Veranderungen
aufwies und von dem automatischen Messgerat nicht mehr erfasst werden

konnte.

3.3 Zellanreicherung mit dem MACS-System

3.3.1 Prinzip des MACS-Systems

Die Methode des ,Magnetic-activated cell sorting” erlaubt die Anreicherung oder
Depletion einer bestimmten Zellpopulation mit Hilfe immunomagnetischer
Substanzen. Mit kleinen Metallpartikeln (Eisenoxid) konjugierte Antikorper
werden eingesetzt, um an spezifische Epitope, die flr die entsprechende
Zellsorte charakteristisch sind (z.B. CD3 fur T-Zellen), zu binden.

Die markierten Zellen werden anschlieBend auf eine mit paramagnetischer
Eisenmatrix geflllten Trennsdule aufgetragen, die sich in einem Hochleistungs-
Permanentmagneten befindet. Positiv markierte Zellen werden in der
Trennsaule zurlckgehalten, wéahrend die Negativfraktion als Durchlauf
erscheint. Entfernt man danach die Saule aus dem Magnetfeld, lassen sich die
markierten Zellen als Positivfraktion aus der Saule eluieren.

Bei der Anreicherung von NK-Zellen werden gegen CD56 gerichtete Antikérper
eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein Adhasionsmolekil (neural cell
adhesion molecule, NCAM), das hauptsachlich von NK-Zellen, allerdings auch
von einer bestimmten T-Zell-Subpopulation exprimiert wird.

Zur Depletion von T-Zellen bzw. CD3 positiven Zellen aus einem Gemisch von
PMNC werden gegen CD3 gerichtete Microbeads verwendet.
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3.3.2 Anreicherung von NK-Zellen mit Miltenyi Microbeads

Die MACS-Positiv-Anreicherung von NK-Zellen wurde nach folgendem Schema

durchgeflhrt:

1)

10)

11)

Isolierung von PMNC wie in 3.1.2 beschrieben. Das Zellpellet wird dann
in Puffer (Stammlésung B) aufgenommen und die Zellen auf eine
Dichte 100 Mio. Zellen/ml Puffer eingestellt.

Alle nun folgenden Arbeitsschritte werden auf Eis, bei ca. 4°C
durchgefihrt.

Inkubation mit 50 ul/ml Polyglobulin, um unspezifische Bindungsstellen
abzuséttigen, fir 10 min.

Inkubation mit CD56 Beads fur 30 min auf einem Schuttler, wobei
20 ul Beads fiir 107 Zellen verwendet werden, bei einer Zelldichte von
100 Mio./ml, also 200 ul Beads fir 1 ml Zellsuspension.

Waschen der Zellen mit entgastem Puffer bei 300g fir 10 min.
Resuspension des Zellpellets in 7 ml entgastem Puffer.

Installieren einer Trennséaule (VS) im Vario MACS und spilen der Saule
mit 10 ml entgastem Puffer.

Langsames Auftragen der Zellsuspension auf die Saule und voll-
standiger Durchlauf.

Spllung der Saule mit finfmal 2 ml Puffer, um unmarkierte Zellen zu
entfernen.

Entnahme der Saule aus dem Magnet, aufsetzen auf ein 15 ml
Falconréhrchen, auffillen mit 7 ml Puffer und diesen dann mit dem
Stempel schnell und kraftig durch die Saule driicken, so dass die Zellen
aus der Saule gespult werden.

Waschen der Zellen mit Puffer bei 300g fir 10 min und resuspendieren
in Puffer.

Zahlen der Zellen in Neubauerkammer oder am Advia-Zahlgerat.

Je nach weiterer Verwendung werden die Zellen auf eine bestimmte
Zellzahl eingestellt und in Medium oder PBS aufgenommen.
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3.3.3 Depletion von T-Zellen mit Miltenyi Microbeads

Aus einem Gemisch von PMNC kann mit der MACS-Methode auch effektiv
eine spezifische Zellfraktion entfernt werden.

In dieser Arbeit erfolgte die Depletion von T-Zellen aus dem Zellgemisch der
PMNC. Die Negativfraktion wurde zur Klonierung von NK-Zellen verwendet.

Die Durchfihrung entspricht dem unter 2.3.2 erlauterten Schema der Positiv-
Anreicherung mit Ausnahme der Verwendung von gegen CD3 gerichteten
Microbeads sowie einer Depletions-Trennsaule (CS). Vergleiche hierzu Abb.
3.1.

3.4 T-Zell-Depletion mit Dynabeads

3.4.1 Prinzip

Die immunomagnetische Zellisolierung mit Dynabeads M-450 CD3 ist eine
schnelle und verlassliche Methode zur T-Zell-Depletion.

Dynabeads M-450 CD3 sind magnetisierbare Polystyren-Beads, an die der fir
CD83 spezifische monoklonale Primarantikérper gebunden ist. Dieser Antikorper
vom Klon SPVT3b reagiert mit dem 19-29kD CD3 Antigen, das von allen ruh-
enden und aktivierten menschlichen T-Zellen exprimiert wird. Die mit den Beads
markierten Zellen lassen sich dann mit einem Magneten von den unmarkierten
Zellen trennen.

Die T-Zell-Depletion wurde zunachst nach der MACS-Anreicherung der CD56
positiven Zellen durchgefiihrt, die daflr bereits magnetisch markiert wurden.
Die magnetischen Partikel der Dynabeads sind mit einem Durchmesser von

4,5 uym jedoch wesentlich gréBer als die der MACS-Beads mit einem Durch-
messer von 150 nm, so dass fir die Abtrennung der mit Dynabeads markierten
Zellen ein schwacheres Magnetfeld ausreicht, das die mit MACS-Beads

markierten Zellen nicht beeinflusst.
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3.4.2 Durchfiihrung

Die Durchflhrung erfolgte im Wesentlichen nach der Anleitung des Herstellers,

jedoch wurden mehr Beads pro Targetzelle eingesetzt:

1)

Waschen der CD56 positiven Zellen, Aufnahme in Puffer und Einstellen
auf 20 Mio Zellen/ml.

Bestimmung der bendétigten Menge der Dynabeads unter der Annahme,
dass von den angereicherten Zellen noch ca. 20% CD3/CD56 doppelt
positiv sind und ein Verhéltnis von Beads zu Targetzellen von 20:1
erreicht werden soll.

Die Beads werden dreimal gewaschen, da diese als Suspension in
einem Puffer vorliegen, der zytotoxisches Natriumazid enthalt.

Zugabe von Dynabeads im Verhéltnis 20:1 und Inkubation im
Uberkopfschiittler bei 4°C fiir 30 min.

Réhrchen auf 7 ml Gesamtvolumen mit kaltem Puffer auffillen.
Roéhrchen flr 2 min in den Magneten stellen und dann den Puffer, in
dem sich die CD3 negativen Zellen befinden, vom Rand her vorsichtig
mit einer Pasteurpipette abpipettieren und in ein anderes Rdhrchen
dberfahren.

Die im urspringlichen Rdhrchen verbliebenen Zellen und Beads
werden nochmals in 7 ml kaltem Puffer resuspendiert und der
vorhergehende Schritt noch einmal wiederholt, um die Ausbeute an
CD37/CD56" Zellen zu erhéhen.

Die Zellen werden in der Neubauerkammer oder am Zahlgerat gezahlt.
Zellen werden gewaschen, in Medium aufgenommen und auf die

gewulnschte Zellzahl eingestellt.
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3.5 Klonierung von Natirlichen Killerzellen

Aus 10-20 ml heparinisiertem Spenderblut werden entsprechend
der Ficoll-Dichtezentrifugation PMNC gewonnen (siehe 3.1.2), mit
RPMI 1640 zweimal gewaschen und anschlieBend in einer
Konzentration von 1 x 10%ml in Stammldsung A fiir 1-24 Stunden
im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeit dient der
Adhésion von dentritischen Zellen an die Plastikwand der
Zellkulturflasche.

Vorbereitung von Feeder-Zellen:

Buffy Coats werden mit 30 Gy bestrahlt. Es folgt ebenfalls die
Ficoll-Dichtezentrifugation zur Gewinnung der PMNC, die
anschlieBend in Stammlésung A aufgenommen und auf eine
Konzentration von 0,5 x 10%/ml eingestellt werden.

Von dieser Zellsuspension werden 100 pl in jedes Well von
96-Loch-Rundbodenplatten pipettiert, die Gber Nacht im Inkubator
gelagert werden.

An diesem Tag erfolgt die T-Zell-Depletion nach MACS mit
anti-CD3 MicroBeads (3.3). Die Depletion wird dabei an zwei
konsekutiven CS-Trennsdulen durchgefihrt, um mdglichst eine
T-Zell-Kontamination <0,1% zu erreichen. Mittels Durchfluss-
zytometrie wird die Reinheit kontrolliert (siehe 3.8).

Nach erfolgreicher CD3-Depletion werden die Zellen in Stamm-
I6sung A mit 0,5 pg/ml PHA-M aufgenommen und eine Verdinn-
ungsreihe erstellt. Bei gesunden Spendern kénnen Klonierungs-
ansatze von z.B. 0,75 bis zu 20 Zellen/Well durchgefihrt werden.
Im Fall von Spendern nach Transplantation werden zwischen 10
und 100 Zellen/Well angesetzt.



Tag 5-7

Tag 12-14

Tag 14-20
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Nach entsprechender Verdinnung werden die Zellsuspensionen
den am Vortag ausplattierten Feeder-Zellen in 100 upl Zell-

suspension hinzugefugt.

Die Zellen haben sich mittlerweile auf den Boden der Wells
abgesetzt und es wird vom Uberstand die Halfte des Inhaltes
(i.d.R. 100 pl) abpipettiert und mit Stammlésung A sowie IL-2
ersetzt. Fir IL-2 wird eine Well-Konzentration von 500U/ml

angestrebt.

In diesem Zeitraum wird ein weiteres Mal vom Uberstand die
Halfte des Well-Inhaltes abpipettiert und mit Stammlésung A sowie
IL-2 ersetzt. Zusatzlich gibt man 50000 Feeder-Zellen in jedes
Well.

Nach einer Woche wird erneut wie an Tag 2 die Halfte des

Mediums (Stammlésung A) durch frisches ausgetauscht.

Die Zellkulturen werden im Zeitraum von 2-3 Wochen nach Zell-
kulturansatz unter dem Lichtmikroskop beurteilt, bei ent-
sprechendem Wachstum in zwei Wells aufgeteilt und wieder mit
Medium, Feederzellen, IL-2 und von nun an auch mit IL-15 in einer
Konzentration von 0,5 ng/ml versorgt. Kriterien fir das Wachstum
und die Vitalitdt einer Zellkultur in der Mikrotiterplatte sind die
VergroBerung des Zellpellets am Boden der Wells, der Farb-
umschlag des Mediums aufgrund der pH-Anderung sowie die
Zytomorphologie unter lichtmikroskopischer Betrachtung der

Zellen am Rand der Pellets.

Nach der ersten Teilung der Klone ins 2-Well-Stadium erfolgt die Versorgung

der Zellkultur mit frischem Medium und Zytokinen in Abstanden von 1-5 Tagen

entsprechend der bereits erwahnten Kriterien. Feeder-Zellen werden i.d.R. alle

7 Tage dazugegeben. Als Feederzellen wurden zum einen bestrahlte PMNC

aus Buffy Coats verwendet und zum anderen bestrahlte RPMI 8866, eine
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B-lymphoblastische Zellline. RPMI 8866 werden in einer Konzentration von
1-2 x 10°Well eingesetzt. Wenn die Klone das 4-Well-Stadium erreichen,
erfolgt die Immunphanotypisierung mittels FACS-Analyse zum Ausschluss einer
CD3-Kontamination sowie Bestimmung der KIR-Expression der NK-Klone und
funktionelle Austestung mit Zytotoxizitatstests.

Die verbleibenden Zellen werden weiter versorgt und expandiert. Nach der
dritten Teilung kann die Zellkultur in 48-Loch, spater auch in 24-Loch
Mikrotiterplatten fortgesetzt werden. Die Zellkonzentration sollte dabei 1x10%/ml
betragen. Unter optimalen Bedingungen proliferiert die Zellkultur Uber einen
Zeitraum von 4-6 Wochen.

PMNC 1x10’

Zellen mit
anti CD3 Microbeads

markierte CD3" Zellen
bleiben im Magnet

CD56" 20-70%

CD3" <0,08%
(NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten,
Progenitorzellen)

Abb. 3.1: Methode der Klonierung von NK-Zellen: Nach indirekter NK-Anreicherung
mittels MACS CD3-Depletion (siehe Abbildung) erfolgt der Klonierungs-
ansatz durch Titration mit initialen Zellzahlen von 0,75-20 Zellen/Well in
96-Loch-Mikrotiterplatten. Weiterhin werden die Zellen mit PHA stimuliert
und wéahrend der Zellkultur mit IL-2, IL-15, bestrahlten allogenen

Feederzellen, sowie frischem Nahrmedium versorgt.
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3.6 Zytotoxizitatstest

3.6.1 Prinzip des BATDA-Release

Bei der hier angewandten Methode des BATDA-release assay handelt es sich
um einen nicht-radioaktiven Zytotoxizitatstest, der als Alternative zum
klassischen **'Chromfreisetzungstest verwendet wurde.

Die Methode wurde weitgehend so verwendet, wie sie von K. Blomberg et al
(85;86) veroffentlicht wurde und dient zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von
Lymphozyten gegenlber verschiedenen Targetzellen.

Das Prinzip des Tests beruht auf dem Nachweis eines intrazellularen
fluoreszenzverstarkenden Liganden im Zelliberstand, der nur von lysierten
Zellen freigesetzt wird. Dazu werden zuerst die Targetzellen mit dem
fluoreszenzverstarkenden Liganden (BATDA) inkubiert, der als hydrophobe
Verbindung die Zellmembran leicht passiert. Intrazellular werden die Ester-
bindungen des Liganden hydrolysiert, so dass eine hydrophile Verbindung
(TDA) entsteht, die die Zellmembran nicht mehr passieren kann. Die so
markierten Targetzellen werden dann zusammen mit den Effektorzellen, z.B.
T-Zellen oder NK-Zellen, inkubiert. Werden Targetzellen von den zytotoxischen
Effektorzellen lysiert, tritt der hydrophile Ligand TDA in den Uberstand iber.
Durch Zugabe von Europiumlésung lasst sich die Menge des freigesetzten
Liganden Uber eine zeitverzdgerte Fluoreszenz im Fluorometer messen, da er
mit Europium einen stark fluoreszierenden und stabilen Chelatkomplex, EUTDA,
bildet.

Die Zytotoxizitat der Effektorzellen, ausgedrlckt in einem prozentualen Anteil
an lysierten Targetzellen, kann nur errechnet werden, indem das Ergebnis auf

die Anzahl der maximal lysierbaren Zellen bezogen wird.
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Im Test missen deshalb folgende Werte zuséatzlich bestimmt werden:

Maximallyse: Sie bezeichnet den Wert, der maximal erreicht werden
kann, wenn alle Targetzellen lysiert werden.

Spontanlyse: Sie bezeichnet den Wert, der dadurch zustande kommt,
dass Targetzellen ohne Einfluss von Effektorzellen

absterben und den Liganden freisetzen.

FOr die Berechnung der spezifischen Lyse in Prozent ergibt sich folgende
Formel:

Messwert — ntanl
Spezifische Lyse des Assaysin % = esswert — Spontanlyse x 100

Maximallyse — Spontanlyse

3.6.2 BATDA-Markierung der Targetzellen

Flr die Zytotoxizitatstests wurden folgende Targetzellen verwendet:

» die erythroleukdmische Zelllinie K562

» Epstein-Barr Virus-transformierte B-lymphoblastische Zelllinien (LCL),
die entweder keine HLA-Cw3 (,missing Cw3*“) oder HLA-Cw4 (,missing
Cw4*) verwandten Allele exprimieren

» HLA-freie LCL (LCL 721.221) und HLA-Cw-transfizierte LCL (HLA-Cw3,
HLA-Cw4)

= kryokonservierte kindliche pra B-ALL Blasten von Patienten der
Universitatskinderklinik Tabingen

Zur schonenden Behandlung der Zellen erfolgen alle Zentrifugationsschritte fur
5 min bei 200g und Bremse 3. AuBerdem wird wahrend des gesamten Ver-
suchsablaufs im Wasserbad auf 37 °C erwarmtes Medium verwendet.

Die Targetzellen werden zunéachst in einem 15 ml Falconréhrchen mit Medium
auf 10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieBend erfolgt die Zugabe des BATDA-
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Liganden mit 2,5 pl/ml fir die Zelllinien und 4 pl/ml fir die Blasten. Wahrend der
Inkubation im Brutschrank (+37°C, 5% COy) fir 30 min (Zelllinien) bzw. 60 min
(Blasten) sollten die Zellen alle 10 min vorsichtig im Falconréhrchen gemischt
werden. Um den BATDA-Liganden aus dem Uberstand zu entfernen, werden
nach der Inkubation die Targets mit Medium und oben erwahnten
Zentrifugationseinstellungen fiinfmal gewaschen.

Im Anschluss an den letzten Waschschritt wird die Zellzahl in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und auf 50000/ml eingestellt (Blasten 200000/ml). Dies
entspricht einer Konzentration von 5000 Targets/Well bei der Durchfihrung des
Tests mit 100 pl Targetsuspension/Well. Durch die Zugabe von Trypanblau
koénnen tote Zellen identifiziert werden. Ist deren Anteil nach dem Waschen sehr
groB3, ist eine hohe Spontanlyse im Test zu erwarten, die das Testergebnis
eventuell nicht auswertbar macht. Durch wiederholtes Waschen kann versucht
werden, den Anteil toter Zellen zu vermindern.

Zusatzlich wird von jeder Targetzellpopulation eine Probe entnommen und
separat zentrifugiert. Der Uberstand hiervon wird zur Background-Bestimmung

verwendet.

3.6.3 Vorbereitung der Effektorzellen

Bei den Effektorzellen handelt es sich um die in den Zellanreicherungen
gewonnenen und in Zellkultur expandierten NK-Zellen bzw. NK-Zell-Klone.

Am Vortag wird den Effektoren frisches Medium sowie r-IL-2 zugegeben. Vor
dem Versuchsansatz wird die Zellzahl und anschlieBend eine 1:2
Verdinnungsreihe Uber 3-4 Stufen hergestellt, die sich in ihrer Ausgangs-
konzentration auf die Targetzellkonzentration bezieht (5 x 10* Zellen/ml).

Je nach vorhandener Effektorenanzahl kann mit einem E/T-Verhéltnis von 20:1,
10:1 oder 5:1 begonnen werden, was einer Effektorenkonzentration von 1 x 10°,
0,5 x 10° oder 0,25 x 10° entspricht. Durch die Verdiinnungsreihe lasst sich
verdeutlichen, dass die gemessene Zelllyse auf die zugegebenen Effektorzellen

zurickzufuhren ist.
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3.6.4 Durchflihrung des Zytotoxizitatstests

Der Test wird in einer Mikrotiterplatte mit 96 Rundboden-Kavitaten (Wells)
angesetzt. In den ersten zwei Reihen werden Vierfach-Bestimmungen fir

Background, Spontanlyse und Maximallyse durchgeftihrt:

1) Background: 100 ul Targetzell-Uberstand (siehe 3.5.2) und
100 pl Medium werden in 4 Wells angesetzt, bei Blasten 25 pl
Uberstand und 175 ul Medium.

2) Spontanlyse: 100 ul Targetzellen (25 pl bei Blasten) und 100 pl
Medium (175 ul bei Blasten) werden in weiteren 4 Wells
angesetzt.

3) Maximallyse: Dieser Ansatz wird zweimal auf unterschiedliche
Weise angesetzt. In 4 Wells werden 100 pl Targetzellen mit 20 pl
Lysepuffer und 80 pl Medium pipettiert (Blasten: 25 ul Target-
zellen, 20 pl Lysepuffer, 155 pl Medium). Als zweiten Ansatz
werden in 4 weiteren Wells 100 pl ultraschallzertrimmerter
Targetzellen und 100 yl Medium (Blasten: 25 ul Targetzellen und
175 ul Medium) pipettiert.

In den folgenden Reihen werden Dreifach-Bestimmungen durchgefihrt. Fir
jedes E/T-Verhaltnis werden jeweils 3 x 100 ul Targetzellsuspension angesetzt
(Blasten: 25 ul Targetzellen mit 75 pl Medium). Soll eine ADCC (antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) durchgeflihrt werden, wird nun in die
entsprechenden Wells der Antikdrper zu den Targetzellen pipettiert und die
Platte 30 min inkubiert. Die ADCC wurde nur fir Blasten getestet, weshalb
diese auch in einer hdheren Konzentration verwendet wurden, um die
Inkubation mit den Antikdérpern in einem kleineren Volumen durchfihren zu
kénnen. Die  Antikdérper werden in  einer  Konzentration von

1 pg/ml eingesetzt (= 0,2 pg/well). Um eine Lyse durch Komplement auszu-
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schlieBen, muss fir die ADCC noch eine zusatzliche Kontrolle aus 25 l
Targetzellen, Antikdrper und 175 ul Medium angesetzt werden.

Zu den Targetzellen werden nun jeweils 100 ul Effektorzellen in entsprechender
Verdlinnung pipettiert. Wenn das Assay fertig pipettiert ist, wird die Platte fir
2 min bei 100g mit Bremse 3 anzentrifugiert und fir 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird die Platte nochmals zentrifugiert (100g,
5 min, Bremse 3), da fiir den Nachweis des Liganden nur Uberstand verwendet
wird.

In einer Flachbodenplatte wird nun eine entsprechende Anzahl an Wells mit
200 pl Europiumlésung und je 20 pl Uberstand aus dem jeweiligen Well der
Testansatzplatte beladen, mit Aluminiumfolie abgedeckt und far 20 min auf
einem Schuttler inkubiert. AnschlieBend kann das Ergebnis am Fluorometer
gemessen und ausgewertet werden.

Die regqistierten Counts werden entsprechend der Formel fir die Spontanlyse
(siehe 3.5.1) in Prozentzahlen umgerechnet, wobei aus den Dreifach- und
Vierfach-Bestimmungen jeweils Mittelwerte gebildet werden. Um die Gute des
Tests abzuschéatzen, wird eine Spontanlyse des Assays (mdglichst <30%) nach
folgender Formel errechnet:

Spontanlyse des Assays in % = Spontanlyse —Background x 100

Maximallyse —Background
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3.7 Immunphanotypisierung mit der Durchflusszytometrie

3.7.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorter) ist eine
Methode =zur Analyse von Einzelzellen und Zellpopulationen anhand
zellspezifischer Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften.

Uber eine Stahlkapillare wird durch Uberdruck die jeweilige Zellsuspension in
eine Messkuvette eingebracht. Beim Eintreten in die Messkammer werden die
Zellen durch eine sie umgebende Tragersubstanz stark beschleunigt, wodurch
sich Aggregate auftrennen und die Einzelzellen sequentiell den Analysepunkt
erreichen (hydrodynamische Fokussierung), an dem sie durch einen Laserstrahl
gefihrt werden. Dabei werden Streuungseffekte der Zellen und Fluoreszenzen

der verwendeten fluoreszierenden Antikdrper gemessen.

Beim Phanomen der Lichtstreuung spielen Faktoren wie die ZellgrdBe,
Oberflachenbeschaffenheit und intrazelluldre Bestandteile eine Rolle. Die
Messung der Lichtstreuung erfolgt dabei mit Hilfe von Photodetektoren, den so
genannten Photomultipliern. Dabei gibt es zwei Parameter, die in einem
zweidimensionalen Diagramm wiedergegeben werden:

Vorwdrtsstreulicht (forward light scatter = FSC; x-Achse) entlang des
einfallenden Lichtstrahls, welches ein MaB fir die ZellgréBe ist, und das dazu
im rechten Winkel gestreute Seitwértsstreulicht (sideward light scatter = SSC;
y-Achse), welches von der intrazellularen Granularitat abhangt.

In der Darstellung Seitwartsstreulicht gegen Vorwartsstreulicht fir Vollblut gibt
es eine charakteristische Aufteilung der Zellen, in der Lymphozyten von
Monozyten und Granulozyten unterschieden werden kénnen.

Eine immunologische Phanotypisierung der Zellen kann durch Markierung mit

monoklonalen Antikérpern, die mit Fluoreszensfarbstoff gekoppelt sind,
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erfolgen. Die Farbstoffe absorbieren dabei die Lichtenergie des Messlasers.
Durch diese Energie werden Elektronen auf ein hdheres Energieniveau
gehoben und emittieren beim Ricksprung auf das Ausgangsniveau ein Photon.
Die Fluoreszenzenergie des Photons ist geringer als die Absorptionsenergie,
das abgestrahlte Licht ist langwelliger als das anregende Licht.

Die Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zur Anzahl der Bindungsstellen
einer Zelle, die mit Farbstoff-gekoppelten Antikdrpern besetzt sind. Da die
meisten Zellen auch ohne Anfarbung eine gewisse Autofluoreszenz zeigen,
muss immer eine Kontrolle der Zellen gemessen werden, um damit festzulegen,
ab welcher Fluoreszenzintensitdt die Zellen als positiv gelten, d.h. die
Fluoreszenz auf den gebundenen Antikérper und den entsprechenden Farbstoff
zurtckgefuhrt werden kann.

Bei der Verwendung von unterschiedlich markierten Antikérpern koénnen
mehrere Antigene auf einer Zelle gleichzeitig nachgewiesen werden. Dies setzt
neben einer gemeinsamen Anregbarkeit der Farbstoffe bei einer bestimmen
Wellenldnge voraus, dass die Gipfel der einzelnen Emissionsmaxima deutlich
unterschiedlich sind und so mit verschiedenen Detektoren getrennt voneinander
in bestimmten Kandlen gemessen werden koénnen. Fir diesen Zweck
ausgerustete FACS-Gerate besitzen mehrere Laser mit unterschiedlicher
Wellenldnge, so dass sich das Spektrum der gleichzeitig einsetzbaren
Farbstoffe deutlich erweitert.

Haufig verwendete Farbstoffe sind z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC;
Emissionsmaximum bei 520 nm), Phycoerythin (PE; Emissionsmaximum bei
680 nm), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP, Emissionsmaximum bei 680
nm) oder Allophycocyanin (APC, Emissionsmaximum bei 660 nm).
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3.7.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die zu untersuchenden Zellen, z.B. isolierte mononukledre Zellen oder
leukédmische Blasten, werden auf 1 Mio/ml eingestellt.

Jeweils 10 pl der fluoreszierenden monoklononalen Antikdrper werden
in den gewlinschten Kombinationen in R6hrchen vorgelegt.

In jedes dieser Réhrchen werden 100 pl der Zellsuspension pipettiert.
Die Proben werden geschuttelt (Vortexer) und fir 30 min im Kihl-
schrank unter Lichtabschluss inkubiert.

Die Réhrchen werden mit Stammlésung C aufgefillt, abzentrifugiert
(400g, 10 min, 10°C) und dekantiert.

Die gefarbten Zellen werden resuspendiert und unter Lichtabschluss im
Kihlschrank bis zur Messung, die spatestens einen Tag nach der
Farbung erfolgen sollte, aufbewahrt.

3.7.3 Messung und Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung

Die Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur, die Aus-

wertung mit der zugehérigen Software CellQuest. Ausgehend von Routine-

einstellungen werden die genauen Messeinstellungen anhand der Kontrollen

durchgefihrt:

1)

Die Verstarkerspannungen fir FSC und SSC werden so eingestellt,
dass in der Darstellung SSC gegen FSC (SSC: y-Achse, FSC: x-Achse)
die Ubliche Zellverteilung zustande kommt. Um die Zielpopulation, die
Lymphozyten, kann in dieser Darstellung ein so genanntes Gate
gesetzt werden; dies erlaubt die Darstellung nur dieser Zellen

hinsichtlich ihrer Fluoreszenz in einem weiteren Diagramm.
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Anhand der Kontrollfarbung werden nun die Verstarkerspannungen der
verschiedenen Messkanale so eingestellt, dass sich die Zellen im
jeweiligen Kanal zwischen 10°und 10" der Fluoreszenzskala befinden.
Nach der Gerateeinstellung erfolgt die Messung der Proben. Zur
Auswertung wird wieder ein Gate auf die Lymphozytenpopulation
gesetzt; diese Zellen werden dann in einem weiteren Diagramm
hinsichtlich ihrer Fluoreszenz dargestellt, wobei immer zwei Kanéle
gegeneinander dargestellt werden, z.B. FITC gegen PE. Zur
statistischen Auswertung wird in dieses Diagramm ein Quadrant
gesetzt, der es erlaubt, Zellen als doppelt negativ, einfach positiv oder
doppelt positiv zu definieren. Die absoluten und relativen Haufigkeiten
dieser verschiedenen Zellen werden von der Software automatisch
berechnet.
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3.8 Zellkultur

3.8.1 Kultivierung der Zelllinien

Bei allen Arbeitsschritten muss unbedingt steril gearbeitet werden. Die Zelllinie
K562 sowie die EBV-transformierten B-lymphoblastischen Zelllinien (LCL)
wurden als Suspensionskulturen in Stammlésung A bei 37°C und 5%iger CO.-
Atmosphére im Brutschrank gefliihrt. Den Zustand der Zellkulturen hinsichtlich
Proliferation und Vitalitat beurteilt man durch Betrachtung der Zellen unter dem
Lichtmikroskop. Erscheint die Morphologie der Zellen ungleichmaBig und
ausgefranst, sind die Zellen stark granuliert, kommt es durch Veranderung des
pH-Wertes zu einem rotvioletten oder gelblichen Farbumschlag oder ist die
Zelldichte zu groB, so muss ein Teil des alten Mediums samt Zellen aus der
Kulturflasche verworfen und durch frisches Medium ersetzt werden. Auf diese
Weise werden toxische Stoffwechselprodukte entfernt, Nahrstoffe zugefiihrt und
wieder optimale Wachstumsbedingungen hergestellt. Die Versorgung der
Zellkulturen ist i.d.R. alle 2-3 Tage notwendig, sowie einen Tag vor jedem
Zytotoxizitatstest, um fir den Test eine hohe Vitalitat der Zellen und damit eine
maoglichst geringe Spontanlyse (siehe 3.6.4) zu erreichen.

3.8.2 Kryokonservierung von Zellen

Als Targetzellen wurden ebenfalls B-ALL Blasten von Patienten verwendet, die
in laboreigenen Stickstofftanks kyrokonserviert gelagert wurden. Fir den
Zytotoxizitatstest werden die Blasten am selben Tag dem Stickstofftank
entnommen und aufgetaut. Nach dem Auftauen werden die Blasten zweimal mit
Stammlésung A 7 min lang bei 300g gewaschen und kénnen dann fir den
Zytotoxizitatstest verwendet werden.

Zur Versorgung der NK-Klon-Kulturen wurden auch Feeder-Zellen Kkryo-
konserviert gelagert und bei Bedarf aufgetaut und verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung und Expansion von NK-Zellen

Das Ziel der Generierung und Expansion von NK-Klonen war es, alloreaktives
Verhalten von NK-Zellen auf klonaler Ebene zu untersuchen. Dazu wurde aus
Vollblut freiwilliger, gesunder Spender, padiatrischer Patienten nach allogener
SZT, sowie aus Buffy Coats der Blutbank Tilbingen Uber einen Ficoll-
Gradienten PMNC isoliert. AnschlieBend wurden zwei unterschiedliche
Verfahren angewandt, um ein Zellgemisch zu erhalten, aus dem sich effizient

NK-Klone generieren lassen.

Bei der Zwei-Stufen-NK-Anreicherung wurden die PMNC mit dem MACS-
System  (Zell-Separation mittels  Antikérper-konjungierter magnetischer
Microbeads und hohen Feldgradienten) nach CD56" Zellen angereichert. Als
zweiter Schritt folgte eine T-Zell-Depletion mit Dynabeads, die gegen den
Marker CD3 gerichtet sind. Mittels durchflusszytometrischer Untersuchung
wurde der prozentuale Anteil der jeweiligen Zellen an der Gesamtzahl der
Lymphozyten im Differentialblutbild ermittelt, um damit die Zahl der
unterschiedlichen Zellen zu berechnen. Nach den einzelnen Anreicherungs-
bzw. Depletionsschritten wurde dazu eine FACS-Analyse durchgefihrt.

Zum anderen wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Velardi, Perugia (ltalien), deren Protokoll etabliert. Hier werden mit dem MACS-
System lediglich CD3 positive Zellen aus den PMNC depletiert. Zurlick bleibt
ein Zellgemisch, das hauptsachlich aus NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten und
Progenitorzellen besteht.

Im Folgenden sollen zunachst die Ergebnisse der Methoden zur Anreicherung
von NK-Zellen bzw. Depletion von T-Zellen dargestellt werden. AnschlieBend

folgt vergleichend die Effizienz bei der Generierung von NK-Klonen.
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4.1.1 NK-Zell-Anreicherung mit dem MACS-System

Far die Anreicherung von NK-Zellen mit dem MACS-System dienten PMNC, die
Uber eine Ficoll-Dichtezentrifugation aus Buffy Coats gewonnen wurden.

Der Anteil der NK-Zellen betrug bei drei Versuchen in der Ausgangszellzahl
durchschnittlich 19,04 + 10,98%, der der T-Zellen 53,65 + 5,66% (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Zusammensetzung der Lymphozyten vor MACS-Anreicherung
Zellzahl der CD56*, CD3" CD3*
Versuch | Lymphozyten in in
yine sy in % . in % .
x 10 Millionen Millionen
1 6,7 14,56 97,55 53,33 357,31
2 3 31,56 94,68 48,15 144 .45
3 5,46 11,01 60,11 59,46 324,65
Mittelwert 5,05 19,04 84,11 53,65 275,5
SD 1,88 10,98 20,84 5,66 114,6
Tab. 4.2: Zusammensetzung der Lymphozyten nach MACS-Anreicherung
Zellzahl der CD56", CD3" CD3*
Lymphozyten in in
Versuch x 10° in % Millionen in % Millionen
1 11,44 84,46 9,66 10,52 1,2
2 14,42 92,09 13,28 7,66 1,1
3 15,36 80,18 12,32 15,39 2,36
Mittelwert 13,74 85,58 11,75 11,19 1,55
SD 2,05 6,03 1,88 3,91 0,7
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4.1.2 Depletion von T-Zellen mit Dynabeads

Zur Reduktion des Anteils an T-Zellen nach MACS-Anreicherung und Erhéhung
der Reinheit der NK-Zellen, folgte im Anschluss eine Depletion CD3 positiver
Zellen mit Dynabeads (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Zusammensetzung der Lymphozyten nach T-Zell-Depletion
Zellzahl der CD56", CD3" CD3*
Lymphozyten in in
Versuch x 10° in % Millionen in % Millionen
1 8,16 89,5 7,3 0,1 0,008
2 7,6 99,53 7,56 0,03 0,005
3 8,96 94,88 8,5 0,05 0,004
Mittelwert 8,24 94,64 7,79 0,06 0,0056
SD 0,68 5,02 0,63 0,04 0,002

Insgesamt ergab sich bei der Zwei-Stufen-NK-Anreicherung eine Reinheit von
durchschnittlich 94,64 + 5,02%, mit einer T-Zell-Kontamination von 0,06 *
0,04%. Wahrend der Anteil der CD56" Zellen im Vergleich zu den
Ausgangszellen um den Faktor 4,97 erh6ht werden konnte, gelang eine T-Zell-

Depletion um den Faktor 1,12 x 10°°.

4.1.3 Depletion von T-Zellen mit dem MACS-System

Bei dem zweiten Ansatz zur Generierung von NK-Klonen wurde Vollblut von
gesunden Spendern sowie padiatrischen Patienten nach SZT verwendet. Ziel
dieses Verfahrens war hauptséachlich, den prozentualen Anteil von CD3" Zellen
<0,1% zu verringern. Zunachst wurden ebenfalls PMNC durch Ficoll-
Dichtezentrifugation gewonnen und anschlieBend mit dem MACS-System durch
gegen CD3 gerichtete Microbeads von T-Zellen depletiert. Nach der Ficoll-
Dichtezentrifugation betrug die Zellzahl der PMNC durchschnittlich 25,63 =+
11,37 x 10% nach der MACS CD3 Depletion 3,23 + 1,88 x 10°. Durch die
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einmalige Depletion von CD3" Zellen mit dem MACS-System konnte der
prozentuale Anteil von T-Zellen auf 0,05 + 0,04% reduziert werden. Der Anteil
von NK-Zellen betrug durchschnittlich 37,83 + 22,65%.

Tab. 4.4: Zusammensetzung der Lymphozyten nach T-Zell-Depletion mit
MACS-Microbeads

Zellzahl der CD56*, CD3" CD3*
Versuch Lymphozyten in in
x 10° in % in %
Tausend Tausend

1 5,5 9,22 510 0,05 2,8
2 1,9 7,08 134,52 0,07 1,33
3 1,5 79,01 1185,15 0,15 2,25

4 2 10,27 205,4 0,02 0,3

5 1 73,64 736.,4 0,05 0,5

6 2,45 37,33 914.,6 0,09 2,21

7 6,57 48,16 3164,11 0,07 4,6
8 1,31 42,48 556,49 0,04 0,52
9 0,87 17,75 154,43 0,01 0,09
10 3,11 33,96 123,16 0,06 1,87
11 3,97 56,39 2238,68 0,02 0,79
12 3,42 50,27 1719,23 0,01 0,34

13 6,08 46,07 2801,06 0,01 0,61
14 4,03 41,44 1670,03 0,08 3,22
15 4,8 14,31 686,88 0,02 0,96
Minimum 0,87 7,08 123,2 0,01 0,09
Median 3,11 41,44 736.,4 0,05 0,96
Maximum 6,57 79,01 3164 0,15 4,6
Mittelwert 3,23 37,83 1120 0,05 1,49
SD 1,88 22,65 990 0,039 1,3
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4.1.4 Klonierungseffizienz

Im Anschluss an die Zwei-Stufen-NK-Anreicherung bzw. Depletion von T-Zellen
wurden die Zellen wie im Methodenteil beschrieben in komplettes Medium
aufgenommen und in unterschiedlichen Konzentrationen in 96-Loch Mikro-
titerplatten ausplattiert, mit Phytohamagglutinin (PHA) stimuliert und mit Feeder-
zellen, IL-2 und spater auch IL-15 kultiviert. Bei den Feederzellen handelte es
sich um bestrahlte PMNC, welche aus Buffy Coats Uber die Ficoll-
Dichtezentrifugation gewonnen wurden.

Um mdéglichst klonales Wachstum von NK-Zellen zu erreichen, wurden bei
gesunden Spendern initial Zellkonzentrationen bis zu 0,75 Zellen pro Well

verwendet.

Bei der Generierung von Klonen nach der Zwei-Stufen-NK-Anreicherung
wurden in drei Versuchen initiale Zellkonzentrationen von 2,5, 5, 10 und 20 pro
Kavitat (Well) verwendet. Flr jede Titrationsstufe wurden jeweils 6 Rundboden-
platten (96 Loch) angesetzt. Die Ergebnisse sind als Klonausbeute pro Mikro-
titerplatte bis 23 Tage nach Zellkulturansatz dargestellt (Abb.4.1, Tab. 4.5).

Tab. 4.5: Anzahl NK-Klone/96-Loch Mikrotiterplatte bis Tag 23 nach Zellkulturansatz

bei Zwei-Stufen-NK-Anreicherung

Initiale Zellzahl/ well |2,5 5 10 20
Versuche [n] 3 3 3 3
Minimum 0,33 0,33 1,5 3,5
Median 0,67 1 1,67 4,33
Maximum 0,83 1,17 2,12 5,83
Mittelwert 0,61 0,83 1,76 4,55
SD 0,26 0,44 0,32 1,18
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Abb. 4.1: Klonierungseffizienz bis 23 Tage nach Zellkulturansatz bei
Zwei-Stufen-NK-Anreicherung
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Im Vergeich dazu konnte die Klonausbeute beim Verfahren der CD3-Depletion
deutlich gesteigert werden (Abb.4.2, Tab. 4.6):

Bei Klonierungsansatzen mit

= 2,5 Zellen/Well um das 7,6-fache
= 5 Zellen/Well um das 7,2-fache

= 10 Zellen / Well um das 3,4-fache
= 20 Zellen / Well um das 2,5-fache.

Selbst Versuche mit 0,75 und 1,5 Zellen pro Well ergaben eine gute NK-Klon-
Ausbeute. Fir die einzelnen Titrationsstufen wurden wiederum zwischen 5 und

10, teilweise auch 20 Mikrotiterplatten angesetzt.
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Abb. 4.2: Klonierungseffizienz bis 23 Tage nach Zellkulturansatz bei
MACS CD3-Depletion
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Initiale Zellzahl/ well |0,75 (1,5 |2,5 |5 7 10 |15 |20 30
Versuche [n] 1 1 8 8 2 5 2 3 2
Minimum 1,43 |3 6,3 |5 7,65(8,14 |10,4
Median 4 5,22 |6,85|5,86 7,78 |10,14|11,2
Maximum 79 11,874 |725|7,9 |16 12
Mittelwert 1,4 3,9 |4,01|6,01|6,85/6,04 7,78 |11,43|11,2
SD 2,28 /3,11 0,78 10,96 |0,18 4,09 (1,13
Tab. 4.6: Anzahl NK-Klone/96-Loch Mikrotiterplatte bis Tag 23 nach Zellkulturansatz

bei MACS CD3-Depletion

Weiterhin wurde auch mit Blut von padiatrischen Patienten mit Pra-B-ALL nach
allogener Transplantation Klonierungsansatze durchgefihrt. Dabei wurden
Titrationsstufen von 10, 25, 50 und 100 Zellen pro well verwendet (Abb. 4.3,
Tab. 4.7).
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Abb. 4.3: Klonierungseffizienz bis 21 Tage nach Zellkulturansatz
bei padiatrischen Patienten mit Pra-B-ALL nach SZT
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INITIALE ZELLZAHL/ WELL |10 25 50 100
VERSUCHE [N] 2 1 3 2
MITTELWERT 4 7,2 >9,6 >12,7
Tab. 4.7: Anzahl NK-Klone/96-well Mikrotiterplatte bis Tag 21 nach Zellkulturansatz

bei padiatrischen Patienten mit Pra-B-ALL nach SZT
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4.1.5 Expansion der NK-Klone

Ziel der Expansion der NK-Klone war es, gentgend Zellen zur Verflgung zu
stellen, um zum einen durchflusszytometrisch Oberflachenmerkmale der NK-
Zellen zu analysieren und zum anderen Zytotoxizitatstests gegen Labor-
zelllinien sowie kryokonservierte kindliche Pra-B-ALL Blasten durchzufiihren,
um damit eine Aussage Uber die zytotoxische Potenz dieser Zellpopulationen
treffen zu kénnen.

AuBerdem sollte der Frage nachgegangen werden, ob identifizierte alloreaktive
NK-Klone in gréBerem MafBstab nutzbar gemacht werden kénnen, indem von
Spendern solche NK-Klone angereichert und expandiert werden, die eine
besonders hohe Aktivitat gegeniber leukdmischen Blasten zeigen.

Unabhéangig von der Methode zur Anreicherung von NK-Zellen bzw. Depletion
von T-Zellen konnte durch die Zellkultivierung mit IL-2, IL-15 und bestrahlten
Feederzellen eine Expansion bis (iber 4x10° Zellen erreicht werden.

Der Einsatz von bestrahlten RPMI 8866 als Feederzellen brachte im Vergleich
zu allogenen PMNC aus Buffy Coats keine Steigerung der Expansion und war
zudem mit einer kirzeren Uberlebenszeit der Zellkultur assoziiert.
Durchschnittlich betrug der Zeitraum einer expandierenden Zellkultur 30 Tage.
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4.2 Expression inhibitorischer Rezeptoren auf NK-Klonen

4.2.1 Ermittlung des KIR-Phanotyps

Durch Zellkultivierung expandierte NK-Klone wurden auf relevante Faktoren
analysiert, welche die zytotoxische Aktivitdt gegenltber Pra-B-ALL Blasten
beeinflussen kénnten. Eine wesentliche Rolle spielen dabei die inhibitorischen
NK-Rezeptoren (KIR), unter denen im Rahmen des von Velardi et al
aufgestellten Konzepts der KIR-Ligand-Inkompatibilitdt CD158a, CD158b und

CD158e die groBte Bedeutung beigemessen wird.

NK-Klone von drei Buffy Coats und flinf gesunden Spendern wurden mit
4-Farben-FACS-Analyse auf deren Expression von CD158a, CD158b, CD158e,
sowie CD56 und CD3 (zum Ausschluss von T-Zell bzw. NK-T-Zell-
Populationen) untersucht.

In Abb. 4.4 wird beispielhaft in jeder Spalte der Dot Plots ein NK-Klon
dargestellt. NK-Zellen ohne Expression eines der drei KIRs wurden als ,KIR
negativ‘ (KIR bzw. CD158a’/b’/e’, Spalte 1) deklariert. NK-Klone mit Expression
nur eines KIR wurden als ,KIR einfach positiv‘ (entsprechend CD158a",
CD158b" oder CD158e™, Spalte 2 und 3) und Klone mit Expression von zwei
oder allen drei KIRs als ,KIR mehrfach positiv‘ bzw. ,>1 KIR* bezeichnet.

Bei dieser Definition werden andere inhibitorische Rezeptoren auf den
NK-Zellen nicht berticksichtigt.
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Abb. 4.4 Ermittlung der unterschiedlichen KIR-Expression auf NK-Klonen. Jede

Spalte der Dot Plots entspricht einem NK-Klon. Als KIR™ wurden die-
jenigen NK-Klone bezeichnet, die keinen der drei fiir das KIR-Ligand-
Mismatch Konzept relevanten Rezeptoren exprimierten. Andere inhibit-

orische Rezeptoren auf den NK-Zellen wurden dabei nicht beriicksichtigt.
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4.2.2 KIR-Expression in Abhangigkeit vom Spender-HLA-Typ

Alle gesunden Spender, aus deren Blut NK-Klone generiert wurden, gehérten
ausschlieBlich entweder der HLA-Cw3 (n=5) oder der HLA-Cw4 (n=3) Gruppe
an. AuBerdem exprimierten alle Spender Allele der HLA-Bw4 Gruppe.

Mit der 4-Farben-Durchflusszytometrie lieB sich wie beschrieben die unter-
schiedliche Expression der Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren CD158a,
CD158b und CD158e fiir jede einzelne Zelle bzw. jeden NK-Klon analysieren
(siehe Abb. 4.4).

In Tab. 4.8 werden die unterschiedlichen Verteilungsmuster (KIR-Phanotypen)
der NK-Klone aller Spender sowie in Abhangigkeit der HLA-Cw Gruppe der
Spender dargestellt. Die statistische Auswertung mittels Chi Square Test
bezieht sich flr jede Zeile auf die Haufigkeit des jeweiligen Phanotyps in der
HLA-Cw3 bzw. Cw4 Gruppe.

Spender HLA-Cw3* HLA-Cw4*
gesamt Spender Spender Statistische
[n=379] [n=214] [n=165]  Aussagekraft®
NK-Klone NK-Klone NK-Klone
CD158a /b /e 123 (33%) 100 (47%) 26 (16%) |p =<0.001
CD158a* 41 (11%) 11 (5%) 30 (18%) |p =<0.001
CD158b* 70 (18%) 59 (28%) 11 (7%) p = <0.001
CD158e" 27 (7%) 2 (1%) 25 (15%) |p =<0.001
CD158a* /b* 40 (11%) 20 (9%) 20 (12%) |p=0.383
CD158a" /e* 34 (9%) 4 (2%) 30 (18%) |p =<0.001
CD158b" /e* 23 (6%) 13 (6%) 10 (6%) p = 0.995
CD158a* /b* /e* 18 (5%) 5 (2%) 13 (8%) p=0.12

A Chi Square Test

Tab. 4.8:

Chi SquareTest

KIR-Verteilungsmuster der NK-Klone und statistische Signifikanz durch
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Ein Drittel der gesamten NK-Klone exprimierte keinen der drei KIRs und wurde
somit als KIR" bzw. CD158a /b” /e” deklariert. Ein weiteres Drittel der Klone war
einfach positiv fir einen der drei KIRs und das verbleibende Drittel verteilte sich
auf NK-Klone, die zwei oder alle drei KIRs exprimierten (siehe Tab. 4.8 und
Abb. 4.5).

CD158a/b/e
CD158h/e 5%
6%

CcD158ale
9% KIR-

33%

NK Klone
gesamt
[n=379]

' cD158a

11%
CD158b
18%
Abb. 4.5: KIR-Verteilungsmuster der NK-Klone aller gesunder Spender [n=379]

mit Angabe der Haufigkeit in Prozent

Die Haufigkeit der KIR" NK-Klone war bei den Spendern der HLA-Cw3 Gruppe
signifikant hdher.

Das Auftreten von CD158a oder CD158b einfach positiven NK-Klonen
korrelierte mit dem Spender-HLA-Typ: HLA-Cw3" Spender hatten eine
signifikant h6here Anzahl an NK-Klonen mit Expression des flr die eigene HLA-
Gruppe spezifischen Rezeptors CD158b (59 CD158b™ NK-Klone von insgesamt
214) als NK-Klone mit CD158a (11 CD158a" NK-Klone von insgesamt 214;
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p = <0.001), welche durch die eigene HLA-Cw Gruppe nicht inhibiert werden
(siehe Abb. 4.6).

CD158abfe
CD158ble 204

CD158a/e B

2%,

CD158alb

9%

CD158e
1%
KIR-
47%

NK Klone
der Cw3 Gruppe

CD158b
28%
CD158a
5%
Abb. 4.6: KIR-Verteilungsmuster der NK-Klone von Spendern der HLA-Cw3 Gruppe

[n=214] mit Angabe der Haufigkeit in Prozent

Umgekehrt verhielt es sich bei den NK-Klonen der HLA-Cw4* Spender:
Hier lieBen sich signifikant mehr NK-Klone mit einfacher KIR-Expression von
CD158a generieren (30 CD158a* NK-Klone von insgesamt 165) als Klone mit
dem Rezeptor CD158b (11 CD158b* NK-Klone von insgesamt 165; p =
<0.001), der die eigene HLA-Gruppe nicht binden und somit kein inhibitorisches
Signal auslésen kann (siehe Abb. 4.7).

Obwohl alle Spender der HLA-Bw4 Gruppe angehdrten, zeigte sich zwischen
den NK-Klonen der HLA-Cw3® und HLA-Cw4® Spendern auch hier ein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit der fir CD158e einfach positiven
NK-Klone. HLA-Cw4" Spender generierten eine gréBere Anzahl CD158e"
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NK-Klone (25 CD158e" NK-Klone von insgesamt 165) als HLA-Cw3" Spender
(2 CD158e™ NK-Klone von insgesamt 214; p = <0.001).

CD158alble
89 KIR-

CD158b/e
6%

NK Klone

CD158ale CD158a
18% der Cw4 Gruppe 18%
CD158a/b CD158b
12% 7%
CD158e
15%
Abb. 4.7: KIR-Verteilungsmuster der NK-Klone von Spendern der HLA-Cw4 Gruppe

[n=165] mit Angabe der Haufigkeit in Prozent

Weiterhin wird in Tab. 4.9 und in den Abb. 4.8-4.10 die Haufigkeit der jeweiligen
KIRs auf NK-Klonen dargestellt. NK-Klone mit Expression von beispielsweise
CD158a und CD158b (CD158a* /b™ NK-Klone) wurden also jeweils der Gruppe
CD158a" sowie CD158b" zugeordnet.

Fir die KIR® NK-Klone (CD158a /b™ /e) ergeben sich folglich dieselben
Ergebnisse wie bei der Auswertung nach den verschiedenen KIR-Phanotypen.
Bezliglich der drei untersuchten KIRs zeigten sich bei Analyse aller NK-Klone
zusammen keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit der Expression
(Abb. 4.8). Bei den NK-Klonen der HLA-Cw3" Spendern lieB sich allerdings
wieder eine wesentlich haufigere Expression von CD158b (97 von 214 NK-
Klonen) als von CD158a (40 von 214 NK-Klonen) nachweisen (Abb. 4.9).
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Umgekehrt verhielt es sich bei NK-Klonen der HLA-Cw4" Spender, bei denen
der KIR CD158a (93 von 165 NK-Klonen) signifikant haufiger als CD158b (54
von 165 NK-Klonen) exprimiert wurde (Abb. 4.10). Auch NK-Klone mit CD158e
waren wiederum haufiger in der HLA-Cw4" Spendergruppe vertreten (78 von
165 NK-Klonen) als bei den HLA-Cw3* Spendern (24 von 214 NK-Klonen).

Spender HLA-Cw3* HLA-Cw4*
gesamt Spender Spender
[n=379] [n=214] [n=165]
NK-Klone NK-Klone NK-Klone
CD158a /b’ /e 126 100 26
CD158a"* 133 40 93
CD158b* 151 97 54
CD158e" 102 24 78
Tab. 4.9: Haufigkeit der Expression inhibitorischer Rezeptoren in Abhédngigkeit vom

Spender-HLA-Typ
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KIR-  CDi58a CD158b CD158e

Abb. 4.8 Haufigkeit der Expression inhibitorischer Rezeptoren auf NK-Klonen aller
gesunder Spender [n=379]
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Abb. 4.9: Haufigkeit der Expression inhibitorischer Rezeptoren auf NK-Klonen von
Spendern der HLA-Cw3 Gruppe [n=214]
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Abb. 4.10: Haufigkeit der Expression inhibitorischer Rezeptoren auf NK-Klonen von
Spendern der HLA-Cw4 Gruppe [n=165]

Insgesamt lieB sich also feststellen, dass bei allen Spendern ganz tiberwiegend
derjenige KIR exprimiert wurde, der jeweils den eigenen HLA-Typ erkannte und

davon gehemmt wurde.
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4.3 Zytotoxische Aktivitat von NK-Klonen gegeniiber
HLA-Cw transfizierten B-LCL 721.221

Nach der Generierung und Expansion von NK-Klonen stand zunachst im
Vordergrund, Alloreaktivitat von NK-Zellen gegeniber spezifischen
Laborzelllinien auf der Grundlage des KIR-Ligand-Mismatch Konzepts von
Velardi et al nachzuweisen. NK-Klone wurden aus drei Buffy Coats der
Blutbank TUbingen generiert, von denen zwei der HLA-Cw3 Gruppe und einer
der HLA-Cw4 Gruppe angehérten. Die Zytotoxizitatstests wurden in einem
Effektor/Target-Verhéltnis von 5:1 gegen folgende Targetzellllinien durch-

geflhrt:

= LCL 721.221, eine Epstein-Bar Virus transformierte Zelllinie, die keine
HLA-Klasse |-Molekile exprimiert

» Cw3 Transfektanten (LCL-Cw3), entsprechen den mit dem HLA-Cw3
Allel transfizierten LCL 721.221

= Cw4 Transfektanten (LCL-Cw4), entsprechen den mit dem HLA-Cw4
Allel transfizierten LCL 721.221

» K562, eine erythroleukdmische Zelllinie, die als gut lysierbares Target
fir NK-Zellen gilt und somit als Positivkontrolle fir die Aktivitat der

NK-Klone verwendet wurde.

Zunachst wurde die zytotoxische Aktivitdt der NK-Klone gegenlber den
Zelllinien im Hinblick auf die HLA-Cw Konstellation von Effektor- und
Targetzellen analysiert. Alle NK-Klone, gleich welcher HLA-Cw Gruppe, zeigten
gegenuber der erythroleukdmischen Zelllinie K562, die als Positivkontrolle
diente, eine gute funktionelle Aktivitat. Die nicht transfizierte Zelllinie
LCL 721.221 wurde dagegen von einem GroBteil der Klone schlecht lysiert.

NK-Klone von HLA-Cw3® Spendern [n=30] zeigten mit einer mittleren

spezifischen Lyse von 58,5% * 22,6 gegentber den mit Cw4 transfizierten LCL
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eine héhere Aktivitat als gegentber den mit Cw3 transfizierten LCL, bei denen
die mittleren Lyse 36,8% + 20,2 betrug (s. Tab. 4.11 und Abb. 4.10). Somit

konnte bei den NK-Klonen von HLA-Cw3" Spendern ein

Killing nachgewiesen werden (gepaarter T-Test: p < 0.0001).

Zytotoxizitat von HLA-Cw3 NK-Klonen

HLA-spezifisches

Spezifische Lyse [%]

**

Abb. 4.11:

LCL 721.221

LCL Cw3

LCL Cw4

K562

NK-Klone von HLA-Cw3"* Spendern [n=30] vs. LCL-Zelllinien und K562

Targetzellen LCL 721.221 LCL Cw3 LCL Cw4 K562
Minimum -2 10 6 61
Median 30,5 33 62,5 99,5
Maximum 93 89 99 128
Mittelwert 32,1 36,8 58,5 97,9
SD 24,2 20,2 22,6 13,5
Tab. 4.10: Spezifische Lyse [%] der NK-Klone von HLA-Cw3"* Spendern [n=30]
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Bei den NK-Klonen der HLA-Cw4 Gruppe [n=47] zeigte sich dagegen kein
HLA-spezifisches Killing. Wiederum wurden die mit Cw4 transfizierten LCL
besser lysiert (mittlere spezifische Lyse 70,4% + 26,4), obwohl diese der
gleichen HLA-Cw Gruppe wie die NK-Klone angehdérten und somit eine
Inhibition zu erwarten gewesen ware. Die zytotoxische Aktivitat gegenlber den
LCL-Cw3 war signifikant geringer (gepaarter T-Test: 0,0012) (s. Tab. 4.12 und
Abb. 4.11).

Zytotoxizitat von HLA-Cw4 NK-Klonen
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Abb. 4.12: NK-Klone von HLA-Cw4* Spendern [n=47] versus LCL-Zelllinien und K562

Targetzellen LCL 721.221 LCL Cw3 LCL Cw4 K562
Minimum -6 8 19 70
Median 16 56 66 87
Maximum 144 134 140 135
Mittelwert 29,7 59,2 70,4 89,7
SD 36,1 34,9 26,4 14,1

Tab. 4.11: Spezifische Lyse [%] der NK-Klone von HLA-Cw4* Spendern [n=47]
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Weiterhin wurde bei allen NK-Klonen mittels 4-Farben FACS-Analyse der KIR-
Phanotyp hinsichtlich der nach dem Mismatch-Konzept relevanten KIRs
CD158a, CD158b und CD158e ermittelt.

In Abb. 4.13 und Tab. 4.12 wird die Auswertung der zytotoxischen Aktivitat aller
Klone der drei Buffy Coats [n=77] entsprechend ihrer KIR-Expression
gegenulber den vier Targetzelllinien dargestellt.

NK-Klone, die ausschlieBlich den KIR CD158a exprimierten [n=9], welcher
Liganden der HLA-Cw4 Gruppe bindet, zeigten im Mittel eine hohe zytotoxische
Aktivitdt sowohl gegentiber LCL-Cw3 (mittlere Lyse 78,2% * 43,7) als auch
gegenilber LCL-Cw4 (mittlere Lyse 71,9% + 27,6). Der Unterschied im Killing
von LCL-Cw3 und LCL-Cw4 entspricht der Pradiktion des KIR-Ligand-Mismatch
Konzepts, ist allerdings statistisch nicht signifikant (gepaarter T-Test:
p = 0.4289).

Bei ausschlieBlicher Expression von CD158b [n=17], welcher Liganden der
HLA-Cw3 Gruppe bindet, war ein signifikantes KIR-spezifisches Killing
(gepaarter T-Test: p = 0.0002) festzustellen, d.h. die zytotoxische Aktivitat
gegenlber LCL-Cw4 war héher (mittlere Lyse 50,8% * 26,1) als die gegenlber
LCL-Cw3 (mittlere Lyse 29,4% * 12,4).

KIR negative (entsprechend CD158a/b’/e’) [n=17] und CD158e einfach positive
[n=5] NK-Klone, welche keine entsprechenden HLA-Liganden auf den Targets
binden konnten, zeigten im Mittel hohe Lysewerte gegenlber beiden
transfizierten Zelllinien. Im Vergleich dazu war die zytotoxische Aktivitat bei NK-

Klonen mit Expression von mehr als einem KIR [n=30] geringer.
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Targetzellen:
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Abb. 4.13: Zytotoxische Aktivitat entsprechend dem KIR-Phénotyp der
NK-Klone [Ngesam=77]
KIR CD158a* CD158b* CD158e" >1 KIR
K562 101 96 97 93 86
SD 13,1 18,4 16,6 8,7 9,8
LCL 721.221 38 69 37 19 13
SD 28,4 46 28,5 17,3 17,2
LCL Cw3 59 78 29 81 44
SD 31,1 43,7 12,4 18,1 27,8
LCL Cw4 78 71 51 95 61
SD 22,5 27,6 26,1 20,2 3,7
Tab. 4.12: NK-Klone entsprechend ihrem KIR-Phénotyp versus K562 und LCL

Zelllinien.

Darstellung der

Standardabweichung.

mittleren spezifischen Lyse

[%] und
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4.4 Zytotoxische Aktivitat von NK-Klonen gegeniiber
B-LCL missing HLA-Cw Zelllinien

In einem weiteren Testansatz zur Untersuchung des KIR-Ligand-Mismatch
Konzepts von Velardi et al wurden von vier gesunden Spendern (Spender 4-7)
NK-Klone generiert. Jeweils zwei der Spender gehdrten der HLA-Cw3 bzw. der
HLA-Cw4 Gruppe an. Alle exprimierten auBerdem Bw4 verwandte Allele.

Als Targetzellen wurden dieses Mal Epstein-Barr Virus-transformierte
B-lymphoblastische Zelllinien verwendet, bei denen entweder HLA-Cw4 oder
HLA-Cw3 Allele fehlten, um zu bestimmen, ob NK-Klone ein alloreaktives Killing
entsprechend einer KIR-Ligand Inkompatibilitat zeigen wirden.

Demnach wurde angenommen, dass HLA-Cw4* NK-Klone LCL-Targetzellen mit
fehlendem HLA-Cw4 Allel (LCL missing HLA-Cw4) aufgrund des ausbleibenden
inhibitorischen Signals lysieren. HLA-Cw3" NK-Klone lysieren dagegen LCL-
Targetzellen mit fehlendem HLA-Cw3 Allel (LCL missing HLA-Cw3).

In Abb. 4.14 und Tab. 4.13 wird die zytotoxische Aktivitait von HLA-Cw4*
NK-Klonen dargestellt: LCL mit fehlendem inhibitorischem Ligand (HLA-Cw4,
entsprechend LCL missing HLA-Cw4) wurden signifikant besser lysiert (p =
<0.0001) als LCL missing HLA-Cw83.

Abb. 4.15 und Tab. 4.14 zeigen die Ergebnisse der HLA-Cw3* NK-Klone:

LCL mit fehlendem inhibitorischem Ligand (HLA-Cw3, entsprechend LCL
missing HLA-Cw3) wurden wiederum signifikant besser lysiert (p = < 0.0001)
als LCL missing HLA-Cw4.

Das reziproke Verhalten der NK-Klone entspricht einem HLA-spezifischen
Killing, so dass bei Verwendung dieser Targetzellen das KIR-Ligand-Mismatch
Konzept anwendbar war.

Die statistische Signifikanz wurde mit gepaartem T-Test ermittelt, da jeder NK-

Klon gegen beide Zelllinien ausgetestet wurde.
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Zytotoxizitat von HLA-Cw4 NK-Klonen
vs. LCL missing HLA-Cw Zelllinien

Spezifische Lyse [%]

LCL missing HLA-Cw3 LCL missinTg HLA-Cw4

Abb. 4.14: NK-Klone von gesunden Spendern der HLA-Cw4 Gruppe [n=215] versus
LCL-Targetzelllinien mit fehlender HLA-Cw3 bzw. Cw4 Expression

Targetzellen LCL missing HLA-Cw3 LCL missing HLA-Cw4
Minimum -8 -2

Median 35 78

Maximum 133 123

Mittelwert 37,25 72,02

SD 20,79 27,99

Tab. 4.13: Ergebnisse der zytotoxischen Aktivitat von HLA-Cw4* NK-Klonen. LCL mit

fehlendem inhibitorischem Ligand (HLA-Cw4) wurden signifikant besser

lysiert als LCL missing HLA-Cw3 (p = > 0.0001 — gepaarter T-Test).
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Zytotoxizitat von HLA-Cw3 NK-Klonen
vs. LCL missing HLA-Cw Zelllinien

Spezifische Lyse [%]

LCL missinlg HLA-Cw3 LCL missing HLA-Cw4

Abb. 4.15: NK-Klone von gesunden Spendern der HLA-Cw3 Gruppe [n=136] versus
LCL-Targetzelllinien mit fehlender HLA-Cw3 bzw. Cw4 Expression

Targetzellen LCL missing HLA-Cw3 LCL missing HLA-Cw4
Minimum 5 -2

Median 38,5 34,5

Maximum 160 117

Mittelwert 46,18 37,61

SD 30,75 27,01

Tab. 4.14: Die mittlere spezifische Lyse durch die HLA-Cw3" NK-Klone zeigt einen

geringeren Unterschied im Vergleich zu den HLA-Cw4® NK-Klonen,
trotzdem werden LCL mit fehlendem inhibitorischem Ligand (HLA-Cw3 )
signifikant besser lysiert als LCL missing HLA-Cw4 (p = > 0.0001 -
gepaarter T-Test.)
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Weiterhin wurde ein groBer Teil der NK-Klone [n=179] der vier gesunden
Spender mittels 4-Farben-FACS auf deren KIR-Phanotyp untersucht, um zu
analysieren, ob sich ein spezifisches Killing entsprechend des KIR-Besatzes
zeigen wirde. In den Abbildungen 4.16 und 4.17 wird die zytotoxische NK-
Aktivitat entsprechend dem KIR-Phanotyp dargestellt.

Abb. 4.16: Zytotoxische Aktivitdit der NK-Klone aller vier Spender [n=179] nach
Einteilung entsprechend ihres KIR-Phanotyps vs. LCL missing HLA Cw3
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LGl G KIR CD158a* CD158b* CD158e* >1 KIR
[n] 47 26 29 19 58
Minimum 11 16 12 -8 0
Median 63 54 38 46 45,5
Maximum 160 111 122 133 107
Mittelwert 67 56,4 43,3 44,9 47,4
SD 28,9 23,8 29,5 28,1 22,6

Tab. 4.15: Spezifische Lyse [%] von NK-Klonen entsprechend ihrem KIR-Phéanotyp
versus LCL missing HLA-Cw3
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Zytotoxische Aktivitdit der NK-Klone aller vier Spender [h=179] nach

Einteilung entsprechend ihres KIR-Phanotyps vs. LCL missing HLA-Cw4

50+
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30

Spezifische Lyse [%]

20+
104

0 |
CD158a/b/e” CD158a"

N\

\\

CD158b" CD158e" >1 KIR
NK-Klone vs.
LCL m. Cwa KIR CD158a* CD158b* CD158e" >1 KIR
[n] 47 26 29 19 58
Minimum -1 16 4 19 6
Median 56 61 40 70 58
Maximum 104 105 117 102 101
Mittelwert 55,9 58,5 42,6 60,7 54,7
SD 20,1 18,5 28,4 23,3 25,2
Tab. 4.16: Spezifische Lyse [%] von NK-Klonen entsprechend ihrem KIR-Phénotyp

versus LCL missing HLA-Cw4

KIR einfach positive NK-Klone zeigten hierbei keine signifikant unterschiedliche

Aktivitat gegendber den Targetzelllinien, ebenso wie KIR negative bzw.

mehrfach positive NK-Klone.

Somit war festzustellen, dass die NK-Klone, bei Beurteilung des HLA-Typs ihrer

jeweiligen Spender ohne Berlicksichtigung der FACS-Analyse ein HLA-
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spezifisches Killing gegentiber den LCL-Zelllinien zeigten, bei Analyse der KIR-
Expression sich allerdings keine ihrem KIR entsprechende HLA-spezifische

Aktivitat nachweisen lie3.

4.5 Zytotoxische Aktivitat von NK-Klonen gegeniiber
Pra-B-ALL Blasten einer 4-jahrigen Patientin (Patient 1)

Im Weiteren wurde begonnen, NK-Klone auf Alloreaktivitdt gegeniber
kryokonservierten kindlichen Pra-B-ALL Blasten zu untersuchen. Fir einen
GroBteil der Versuche dienten die von einer Knochenmarkpunktion
gewonnenen und kryokonservierten Pra-B-ALL Blasten einer 4-jahrigen
Patientin (Patient 1, siehe Anhang 8.1).

15 NK-Klone von drei Buffy Coats wurden in einem ersten Testansatz in einem
Effektor/Target-Verhéltnis von 5:1, 2,5:1 und 1,25:1 gegen die Blasten
ausgetestet. Die Targetzellen exprimierten Allele der HLA-Cw3 und Bw4-
Gruppe. Zwei der drei Spender-Buffy-Coats exprimierten ebenfalls Allele der
HLA Cw3 Gruppe (Spender 1 und 3) und ein weiterer Allele der HLA Cw4
Gruppe.

Bei 47% der NK-Klone lieB3 sich bei einem Effektor-Target-Verhaltnis von 5:1
eine effektive Lyse der Blasten nachweisen (>40% spezifische Lyse). Die
mittlere spezifische Lyse betrug 38,9 £ 19,1%.

Die Auswertung nach der HLA-Cw-Gruppenzugehdrigkeit der NK-Klone zeigte
dabei kein HLA-spezifisches Killing gegenltber den Pra-B-ALL Blasten (Abb.
4.18 und Tab. 4.17).
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Abb. 4.18:

HLA-Cw3 NK-Klone HLA-Cw4 NK-Klone

Buffy Coat NK-Klone unterschiedlicher HLA-Cw Gruppe vs. kindliche

Pra-B-ALL Blasten der HLA-Cw3 Gruppe (Patient 1)

Vs. HLA-Cw3*/Cw4

R Rl HLA-Cw3 NK-Klone HLA-Cw4 NK-Klone
[n] 9 6

Minimum 18 28

Median 20 39

Maximum 70 60
Mittelwert 37,56 41

SD 23,06 12,9

Tab. 4.17: Bei den NK-Klonen der unterschiedlichen HLA-Cw Gruppen zeigt sich

kein signifikanter Unterschied in der mittleren spezifischen Lyse (p = 0.75,

ungepaarter T-Test).
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In Abb. 4.19 ist die zytotoxische Aktivitdt der NK-Klone in abnehmendem
Effektor-Target-Verhaltnis dargestellt. Durch 4-Farben-FACS Analyse wurde
auBerdem der KIR-Phanotyp ermittelt. Dabei lieB sich bei Klonen ohne
Expression einer der drei fir das Mismatch Konzept wesentlichen KIRs
(entsprechend als KIR™ bezeichnet) meist eine hdhere spezifische Aktivitat
beobachten als bei Klonen mit Expression mehrerer KIRs bzw. Expression des
KIR CD158b, welcher Liganden der HLA-Cw3 Gruppe bindet und somit ein
inhibitorisches Signal auslést.

Zytotoxische Aktivitat der NK-Klone in drei
Titrationsstufen und Darstellung des KIR-Phanotyps

@
o
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Spezifische Lyse [%]
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Abb. 4.19: Spezifische Lyse der NK-Klone [n=15] vs. HLA-Cw3* /Cw4" /Bw4* Pra-B-
ALL Blasten (Patient1) in abnehmendem Effektor-Target-Verhiltnis. KIR
NK-Klone (entsprechend CD158a’/b’/e’) zeigten im Vergleich zu mehrfach
KIR positiven bzw. 158b* NK-Klonen eine stéarkere zytotoxische Aktivitét.
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In einem weiteren Versuchsansatz wurde die alloreaktive Aktivitat von 98 NK-
Klonen gesunder Spender mit vier Targetzellen gescreent.

Die Klone wurden dabei von NK-Zellen der Spender 5 und 7 generiert, welche
beide der HLA-Cw3 Gruppe angehérten und ebenfalls HLA-Bw4 verwandte
Allele exprimierten (siehe 8.1). Als Targetzellen dienten neben den HLA-Cw3*
/Cw4” /Bw4™ Pra-B-ALL Blasten (Patient 1) die LCL missing HLA-Cw3 und LCL
missing HLA-Cw4 Zelllinien zur Auswertung des pradiktiven Wertes des
,Missing self-Konzepts“ bei der Lyse von leukdmischen Blasten, sowie die
erythroleukdmische Zelllinie K562 als Positivkontrolle fir die NK-Zell-Aktivitat,
um funktionell inaktive Klone auszuschlieBen (mittlere spezifische Lyse 104% +
11% SD, Abb. 4.20D).

In Abbildung 4.20 sind die Ergebnisse aufsteigend nach der spezifischen Lyse
gegenilber den Blasten dargestellt und direkt Gbereinander angeordnet.

Die mittlere spezifische Lyse der Pra-B-ALL Blasten betrug 54,2% = 20% SD
(Abb. 4.20A). Eine Mehrheit von 79% der getesteten NK-Klone lysierte die
Blasten dabei effektiv (> 40% spezifische Lyse). Darlber hinaus wurde die
korrespondierende zytotoxische Aktivitdt der Klone gegenutber den Zelllinien
LCL missing Cw3 (Abb. 4.20C) bzw. LCL missing Cw4 (Abb. 4.20B) analysiert.
Es wird ersichtlich, dass weder ein signifikanter Unterschied noch eine
Korrelation zwischen der lytischen Aktivitdt gegen Blasten und dem Killing von
LCL Targetzellen mit fehlendem HLA-Cw4 oder HLA-Cw3 nachgewiesen

werden konnte.
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Abb. 4.20:
Screening der allo-
Aktivitat
von 98 NK-Klonen
zweier

reaktiven

gesunder
Spender mit vier
Targetzellen.

Die Anordnung ent-
spricht der zuneh-
menden zytotox-
ischen Aktivitat der
NK-Klone gegen-
tiber den Pra-B-ALL
(Bild A).
In Diagramm B und
C ist die Aktivitat
der entsprechenden

Blasten

Klone gegeniiber
den Zelllinien LCL
missing Cw4 und
LCL missing Cw3
dargestelit.

Als Positivkontrolle
fur die NK-Aktivitat
diente die erythro-
leukdmische Zell-

linie K562 (Bild D).
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4.6 Zytotoxische Aktivitat aller gegentiber kindlichen
Pra-B-ALL Blasten getesteten NK-Klone gesunder
Spender

In diesem Kapitel soll die Auswertung aller gegen kindliche Pra-B-ALL Blasten
getesteten NK-Klone von gesunden Spendern aufgefiihrt werden.

Insgesamt wurden 385 Klone von sieben Spendern (Spender 1-7, siehe 8.1)
gegenutber den kryokonservierten Pra-B-ALL Blasten von vier padiatrischen
Patienten (Patient 1-4, siehe 8.1) durch Zytotoxizitatstests in einem
Effektor/Target-Verhéltnis von 5:1 ausgetestet. Die Auswertung ist unterteilt
nach verschiedenen Gesichtspunkten:

1)  Abhangigkeit der NK-Zell Suszeptibilitdt von der quantitativen
HLA-Klasse |-Expression der Pra-B-ALL Blasten

2) Abhangigkeit der NK-Zell-Aktivitat von der HLA-Klasse I-Zugehdrigkeit
der Spender

3) Abhangigkeit der NK-Zell-Aktivitat vom KIR-Phanotyp

4)  Auswertung der NK-Zell-Aktivitat gegenlber einzelnen Blasten-
populationen entsprechend KIR-Phanotyp und HLA-Typ der Spender

5)  Zytotoxische Aktivitat der mehrfach KIR positiven NK-Klone
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4.6.1 NK-Zell-Lyse der Pra-B-ALL Blasten in Korrelation mit der
quantitativen HLA-Klasse I-Expression der Blasten

In dieser Arbeit vorausgegangenen Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe
(87) konnte festgestellt werden, dass die quantitative HLA-Klasse |-Expression
der kryokonservierten Pra-B-ALL Blasten von Patient 1 und 2 gegenlber
gesunden CD19" B-Zellen (258735 HLA-Klasse I|-Molekile/Zelle) deutlich
vermindert (<136°000 Molekihle/Zelle) und die von Patient 3 und 4 erhdht war
(>355°000 Molekule/Zelle).

Bei der funktionellen Austestung der NK-Klone gegentiber den verschiedenen
Pra-B-ALL Blasten wurde ersichtlich (Tabelle 4.18, Abbildung 4.21), dass die
lytische Aktivitat der NK-Klone gegentber den Blasten mit verminderter HLA-
Klasse I-Expression signifikant gréBer war. 66,85% der NK-Klone bei Patient 1
und 25,81% der NK-Klone bei Patient 2 zeigten ein effektives Killing der Blasten
(>40% spezifische Lyse). Dagegen waren bei denen mit erhéhter HLA-Klasse I-
Expression kaum NK-Klone mit effektiver zytotoxischer Aktivitat nachweisbar.
Zusammengefasst, betrug die mittlere spezifische Lyse der NK-Klone
gegenuber den Blasten [n=2] mit verminderter HLA-Klasse |-Expression
46,30% * 23,86% SD im Vergleich zu 10,77% * 9,99% SD gegenuber den
Blasten [n=2] mit erhéhter HLA-Klasse |-Expression (siehe Abb. 4.22).

Patient Nr. 1 2 3 4

[n] 181 62 79 63
Minimum 6 4 -1 0
Median 50 26 11 6
Maximum 110 105 69 35
Mittelwert 50,37 34,42 13,89 6,86
SD 22,03 25,19 11,65 5,23
Tab. 4.18: Ergebnisse (spezifische Lyse [%]) der 385 ausgetesteten NK-Klone vs.

den kindlichen Pra-B-ALL Blasten im Uberblick. Siehe oberes Diagramm
der Abb. 4.21.
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Zytotoxizitat vs. kindlichen Pra-B-ALL Blasten
und Korrelation zu HLA I-Expression der Blasten
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Abb. 4.21: Das obere Scatter-plot-Diagramm zeigt die lytische Aktivitiat der 385 ge-

testeten NK-Klone, sieben gesunder Spender, gegeniiber kindlichen Pra-
B-ALL Blasten von vier Patienten. Im unteren Balkendiagramm ist die
quantitative HLA-Klasse I-Expression der entsprechenden Blasten darge-

stellt, sowie als Referenz von gesunden CD19" B-Zellen.
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Killing der Blasten mit erhohter bzw.
erniedrigter HLA-Klasse I-Expression
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Abb. 4.22: Die mittlere spezifische Lyse der Blasten mit verminderter HLA-Klasse |-

Expression (Patient 1 und 2) betrug 46,30% * 23,86% SD im Vergleich zu
10,77% % 9,99% SD bei den Blasten mit erhéhter HLA-Klasse I-Expression
(Patient 3 und 4). Statistische Signifikanz: p < 0.0001 (ungepaarter T-Test).

4.6.2 NK-Zell-Lyse der Pra-B-ALL Blasten entsprechend der
HLA-Klasse I-Zugehorigkeit der Spender

Um das von Velardi et al entwickelte Konzept des KIR-Ligand-Mismatches bei
padiatrischen Pra-B-ALL Blasten auf klonaler Ebene zu evaluieren, wurden wie
erwahnt Spender und padiatrische Patienten ausgewahlt, die entweder der
HLA-Cw3 oder HLA-Cw4 Gruppe angehdrten. Ausgenommen davon sind die
Pra-B-ALL Blasten von Patient 4, welche HLA-Cw3 und zugleich HLA-Cw4
verwandte Allele exprimierten.

In der Abb. 4.23 und 4.24 soll der Einfluss des Spender HLA-Typs auf die Lyse

von Pra-B-ALL Blasten analysiert werden.
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Zytotoxizitat von NK-Klonen
der HLA-Cw3 Gruppe
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Pra-B-ALL Blasten [Patient Nr.]
Patient Nr. 1 2 3
Mittlere spez. Lyse [%)] 53,25 34,42 14,57
SD 20,45 25,19 11,97

Abb. 4.23: Zytotoxische Aktivitat aller NK-Klone der HLA-Cw3 Gruppe [Ngesamt = 241]
gegeniiber Pra-B-ALL Blasten der gleichen HLA-Cw Gruppe.

Bei gleicher HLA-Cw Gruppe von Spender und Empfanger ware nach dem
Mismatch Konzept eine Hemmung zu erwarten gewesen (Patient 1,2,3 in Abb.
4.23 und Patient 4 in Abb. 4.24) und bei unterschiedlicher HLA-Expression eine
gesteigerte Aktivitdt. Die Austestung der NK-Klone zeigte aber keinen
signifikanten Unterschied zwischen Klonen der Cw3 und der Cw4 Gruppe.

Klone von HLA-Cw3 Spendern hatten gegentber den Targets der gleichen
HLA-Gruppe sogar eine leicht hdhere Aktivitdt als Klone von HLA-Cw4
Spendern (vgl. Patient 1 und 3).Unabhéangig von ihrer HLA-Cw Gruppe, zeigten
die NK-Klone wiederum eine hdéhere lytische Aktivitat, die gegen Pra-B-ALL
Blasten mit niedriger HLA-Klasse |-Expression (Patient 1 und 2) ausgetestet

wurden.
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Zytotoxizitat von NK-Klonen
der HLA-Cw4 Gruppe
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SD 23,66 2,41 5,29

Abb. 4.24: Zytotoxische Aktivitat aller NK-Klone der HLA-Cw4 Gruppe [Ngesamt = 144]
gegeniiber Pra-B-ALL Blasten der anderen HLA-Gruppe bzw. der gleichen
bei Patient 4.

4.6.3 NK-Zell-Lyse der Pra-B-ALL Blasten entsprechend des
KIR-Phanotyps der NK-Klone

Weiterhin wurden die NK-Klone mittels 4-Farben-FACS-Analyse auf ihre
Expression von KIRs untersucht. Wie unter 4.2 beschrieben, wurden die
Rezeptoren CD158a, CD158b und CD158e bericksichtigt und diesbezlglich
komplett negative bis zu 3-fach KIR-positive NK-Klone identifiziert.
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In den Diagrammen A-E der Abb. 4.25 werden jeweils die unterschiedlichen
KIR-Phénotypen der NK-Klone ausgewertet. Die KIR mehrfach positiven Klone

werden unter 4.6.5 nochmals differenzierter analysiert.

Bei allen Phanotypen zeigt sich gegenuber den Pra-B-ALL Blasten der vier
Patienten ein ahnliches Muster der zytotoxischen Aktivitat. So ist festzustellen,
dass die mittlere spezifische Lyse der Blasten von Patient 1 hin zu Patient 4

deutlich abnimmt.

Abb. 4.25A-E: Darstellung der zytotoxischen NK-Aktivitit versus den Pra-B-ALL Blasten
entsprechend dem KIR-Phanotyp der NK-Klone. Die Diagramme A-E
zeigen die durch 4-Farben-FACS-Analyse identifizierten Phédnotypen.
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158a7/158b7/158e* NK-Klone
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4.6.4 Zytotoxische NK-Aktivitat gegentiber den einzelnen Pra-B-ALL
Blasten entsprechend dem KIR-Phanotyp der NK-Klone und
dem HLA-Typ der Spender

In dieser Darstellung der Ergebnisse steht die Frage im Vordergrund, ob bei
den NK-Klonen, die gegen Pra-B-ALL Blasten eines Patienten ausgetestet
wurden, zwischen den KIR-Phénotypen signifikante Unterschiede der
zytotoxischen Aktivitadt im Sinne des KIR-Ligand-Mismatch Konzepts auftreten.

Dabei werden in jedem Diagramm NK-Klone einer HLA-Cw Gruppe mit ihren
unterschiedlichen KIR-Phanotypen versus einem der vier Targets dargestellt.
Pra-B-ALL Blasten der Patienten 2 und 4 wurden mit NK-Klonen nur einer HLA-

Cw Gruppe getestet.

Abb. 4.26A-F: Die Diagramme zeigen die zytotoxische Aktivitat der unterschiedlichen
KIR-Phénotypen von NK-Klonen der gleichen HLA-Cw Gruppe gegeniiber
den einzelnen Pra-B-ALL Blasten.
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NK-Klone der HLA-Cw4 Gruppe
vs. Blasten von Patient 1: HLA-Cw3*/Bw4*
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NK-Klone der HLA-Cw3/Bw4 Gruppe
vs. Blasten von Patient 3: HLA-Cw3*/Bw4*
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NK-Klone der HLA-Cw4/Bw4 Gruppe
vs. Blasten von Patient 4: HLA-Cw3*/Cw4* /Bw4
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NK-Klone, die gegen Pra-B-ALL Blasten von Patient 1 ausgetestet wurden
(Abb. 4.26A+B), zeigten in Abhangigkeit der verschiedenen KIR-Phanotypen
signifikante Unterschiede in ihrer zytotoxischen Aktivitat. KIR negative Klone
dbten unabhangig ihres Spender HLA-Typs im Mittel ein signifikant starkeres
Killing aus als Klone mit Expression eines KIR (CD158b und CD158e), dessen
Ligand von der Targetzelle exprimiert wurde (p = <0.001 bei HLA-Cw3
Spendern, p = <0.05 bei HLA-Cw4 Spendern, ungepaarter T-Test).

NK-Klone, die nur den KIR CD158a exprimierten, welcher bei Patient 1 (HLA-
Cw3) keinen entsprechenden Liganden binden konnte, wurden in ihrer
zytotoxischen Aktivitdt nicht inhibiert im Vergleich zu CD158b" NK-Klonen,
welche Liganden auf den Targetzellen binden konnten. Die Unterschiede der
mittleren spezifischen Lyse sind signifikant (p = 0.01 bei HLA-Cw3 Spendern,
p = 0.02 bei HLA-Cw4 Spendern, ungepaarter T-Test).

Es lieB sich also beobachten, dass gegeniber den Pra-B-ALL Blasten von
Patient 1 KIR negative NK-Klone und KIR einfach positive NK-Klone mit
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Rezeptor-Ligand-Mismatch die hodchste zytotoxische Aktivitdt aufwiesen,
wohingegen NK-Klone mit Rezeptoren, die HLA-Cw Liganden auf den

Targetzellen erkennen konnten, Gberwiegend inhibiert wurden.

Bei den NK-Klonen, welche gegen die Pra-B-ALL Blasten von Patient 2
ausgetestet wurden (Abb. 4.26C), stellten sich die Unterschiede nicht so
ausgepragt dar wie bei Patient 1. KIR negative NK-Klone zeigten wiederum
eine signifikant héhere Aktivitat als KIR einfach positive NK-Klone (CD158b) mit
Ligand auf den Targetzellen (HLA-Cw3) (p = 0.03, ungepaarter T-Test).

KIR einfach positive NK-Klone (CD158a), die keine Liganden erkennen
konnten, Ubten in diesem Fall aber kein starkeres Killing aus, und unter den KIR
mehrfach positiven NK-Klonen kam es bei einem Drittel der Klone zu einer
effektiven Lyse (> 40%) der Blasten.

Wie in den Diagrammen E-F ersichtlich wird, zeigten sich bzgl. der spezifischen
Aktivitat der NK-Klone gegentber den Pra-B-ALL Blasten von Patient 3 bzw. 4
keine bedeutenswerten Unterschiede mehr.
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4.6.5 Zytotoxische Aktivitat der mehrfach KIR* NK-Klone

NK-Klone, die auf ihrer Oberflache verschiedene KIRs exprimierten, konnten
folgende Phanotypen aufweisen: CD158a*/b*/e’, CD158a"/b/e*, CD158a/b*/e*
und CD158a*/b*/e".

In den Abbildungen 4.27A-C und 4.28 wird gegeniber den Pra-B-ALL Blasten
von Patient 1 bzw. 3 die Aktivitat der NK-Klone, die auf ihrer Oberflache nur
einen inhibitorischen Rezeptor mit Ligand auf den Targetzellen exprimierten, mit
denen verglichen, die zwei Rezeptoren mit entsprechendem Ligand auf den
Targetzellen trugen. In beiden Faéllen handelt es sich bei den inhibitorischen
Rezeptoren um CD158b (Ligand: HLA Cw3) und CD158e (Ligand: HLA-Bw4).

Abb. 4.27A-C: Zytotoxische Aktivitdit von NK-Klonen mit Expression von einem bzw.
zwei inhibitorischen Rezeptoren, die Liganden auf den Targetzellen von

Patient 1 binden konnten.
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Mittlere spez. Lyse [%)] 47,43 25,00 36,41

SD 16,26 14,14 18,81
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NK-Klone mit >1 KIR vs.
Pra-B-ALL Blasten Patient 3 (Cw3*/Bw4*)
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2 NK-Klone
o 70+
Q 60+
1 N _
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(& Yy NnN= 8
2 30 .
N A v o0
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» 10 —m— - v e
AAAA vy o::l
0 T T T
1 KIR 2 KIR zusammen

mit Ligand mit Ligand

NK-Klone mit >1 KIR 1 KIR mit Ligand 2 KIR mit Ligand zusammen

Mittlere spez. Lyse [%)] 10,73 12,38 11,42
SD 8,22 10,38 8,95
Abb. 4.28: Zytotoxische Aktivitdt von NK-Klonen mit Expression von einem bzw. zwei

inhibitorischen Rezeptoren, die Liganden auf den Targetzellen von Patient
3 binden konnten.

Festzustellen ist, dass gegenlber den Pra-B-ALL Blasten von
Patient 1 NK-Klone in ihrer antileukdmischen Aktivitdt am starksten inhibiert
wurden, wenn sie zwei KIRs mit entsprechendem Ligand auf den Targetzellen
exprimierten (p = 0.004, ungepaarter T-Test; Abb. 4.27A).

Dagegen zeigte sich bei den NK-Klonen, die gegen Pra-B-ALL Blasten von
Patient 3 ausgetestet wurden, kein signifikanter Unterschied. Hier wurden NK-
Klone, die nur einen KIR mit passendem Ligand auf der Targetzelle trugen,

nicht weniger stark inhibiert als NK-Klone mit Expression von zwei KIRs.
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4.7 Zytotoxische Aktivitat von NK-Klonen haploident
transplantierter padiatrischer Patienten

Untersuchungen der letzten Jahre konnten eine antileukdmische Aktivitat und
klinische Relevanz von alloreaktiven NK-Zellen bei akuter myeloischer
Leukamie (AML) nachweisen, wohingegen sich bei adulten Patienten mit akuter
lymphatischer Leukdmie (ALL) nur wenige Blasten als empfindliche Targets fur
eine NK-Zell Lyse zeigten.

Es stellte sich die Frage, ob dies auch fir padiatrische ALL-Blasten zutrifft.
Somit wurden bei dieser Arbeit auch NK-Klone von transplantierten Patienten
angelegt und gegeniber padiatrischen B-Zell Vorlaufer Blasten ausgetestet.

Von einem haploident transplantierten Patienten (Spender 8) wurden NK-Klone
generiert und gegen dessen autologe Pra-B-ALL Blasten sowie gleichzeitig
gegen die Velardi-Referenzzelllinien B-LCL missing HLA-Cw3, Cw4 und Bw4
ausgetestet (n=14).

Bei der Mutter, die als Stammzellspender diente, wurde keine HLA-Cw-
Typisierung durchgefiihrt, so dass eine Aussage bzgl. der Alloreaktivitat
aufgrund HLA-Cw-Mismatch nicht gemacht werden kann.

Dennoch ist von Bedeutung, dass NK-Klone identifiziert werden konnten,
welche die eigenen Blasten effektiv lysierten. Die Aktivitdt gegenlber den
Referenzzelllinien fiel unterschiedlich aus und zeigte keine Korrelation mit der
lytischen Aktivitat gegentber den Pra-B-ALL Blasten (Abb. 4.29).
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mautologe Pra-B-ALL Blasten HLA-Cw3+/Cw4+/Bw4+
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Abb. 4.29: NK-Klone eines haploident transplantierten Patienten (Spender 8).
Austestung vs. autologe Pra-B-ALL Blasten (Patient 5, obere Abb.) und vs.
B-LCL missing HLA-Cw/-Bw Zelllinien (untere Abb.)

Abb. 4.30A-C zeigt die zytotoxische Aktivitat von 26 NK-Klonen eines weiteren
padiatrischen Patienten (Spender 9) nach Transplantation. Da keine autologen
Blasten verfigbar waren, wurden diese Klone ersatzweise gegen vergleichbare
allogene leukamische Pra-B-ALL Blasten von Patient 2 und 3 sowie gegen die
B-LCL missing HLA-Cw Referenzlinien ausgetestet.
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Pra-B-ALL Blasten Patient 2 Patient 3
Minimum 20 14
Median 32,50 16
Maximum 100 25
Mittlere spez. Lyse [%] 41,42 18,73
SD 18,82 2,37

Tab. 4.19: Spezifische Lyse [%] der NK-Klone von Spender 9 nach haploidenter
Transplantation versus Blasten von Patient 2 und 3 (vgl. Abb. 3.30A)

Bei 38,5% der NK-Klone war gegeniber den Pra-B-ALL Blasten von Patient 2
ein effektives Killing nachweisbar. Die Aktivitdt gegenldber den Blasten von
Patient 3 fiel dagegen signifikant geringer aus (p = <0.0001) und es fanden sich
keine Klone, welche die Blasten effektiv lysieren konnten.

Die NK-Klone zeigten unterschiedlich starke Aktivitat gegen K562 (mittlere Lyse
83,5 £ 18,04%SD), sowie zum Teil auch Alloreaktivitdt gegentber den B-LCL
missing HLA-Cw Referenzlinien, welche allerdings nicht dem ,Missing-self*-
Konzept entsprach. LCL missing HLA-Cw4 (mittlere spez. Lyse 34,04 = 32%
SD) wurde dabei besser lysiert als LCL missing HLA-Cw3 (mittlere spez. Lyse
24,31 = 2551% SD; p = 0.03, gepaarter T-Test), obwohl die umgekehrte
Konstellation zu erwarten gewesen ware, da der Spender-HLA-Typ der NK-
Klone der HLA-Cw3 Gruppe entsprach. Eine Korrelation zwischen der lytischen
Aktivitdt gegen Blasten und dem Killing von LCL-Targetzellen war wiederum

nicht feststellbar.

In Abb. 4.31 und 4.32 erfolgt die Analyse der NK-Aktivitat entsprechend der
KIR-Expression der Klone. Dabei lasst sich wie zuvor bei Klonen gesunder
Spender (s. 4.6.3) feststellen, dass Blasten von Patient 2 (niedrige HLA-
Expression) durch KIR negative NK-Klone besser lysiert wurden als durch NK-
Klone mit KIR-Besatz. Bei den Pra-B-ALL Blasten von Patient 3 (hohe HLA-
Expression) sind dagegen keine Unterschiede der NK-Aktivitat in Korrelation mit

dem KIR-Phéanotyp nachweisbar.
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Abb. 4.31: Aktivitat von NK-Klonen post haploidenter Transplantation entsprechend
ihrem KIR-Phéanotyp vs. Pra-B-ALL Blasten von Patient 2.
NK-Klone von Spender 9 vs.
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Abb. 4.32: Aktivitat von NK-Klonen post haploidenter Transplantation entsprechend

ihrem KIR-Phénotyp vs. Pra-B-ALL Blasten von Patient 3.
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4.8 Steigerung der NK-Zell-Zytotoxizitat

Zur Steigerung der Zytotoxizitdt von NK-Klonen mit niedriger Aktivitat gegen
leukdmische Blasten wurde zum einen das Verfahren der HLA-Maskierung
durch den monoklonalen Antikérper W6/32 und zum anderen das Verfahren der
ADCC unter Einsatz verschiedener anti-CD19 Antikérper angewandt.

4.8.1 HLA-Maskierung

Bei NK-Klonen, welche die Blasten von Patient 1 nicht effektiv lysieren konnten,
wurde durch die Maskierung der HLA-Klasse I-Molekile durch den
monoklonalen Antikérper W6/32 eine Steigerung der spezifischen Lyse um 27%
im Mittel erzielt. In Abb. 4.33 werden funf getestete Klone mit ihrer
entsprechenden KIR-Expression dargestellt. Diese trugen in den meisten Fallen
inhibitorische Rezeptoren (CD158b oder CD158e), welche durch Maskierung
der HLA-Molekiile keine Liganden auf den Targets binden konnten.

HLA Blockade der Pra-B-ALL Blasten von Patient 1
durch monoklonalen Antik&rper W6/32
60 -

mo. HLA-
Blockade
50 A
Om. HLA-

i Blockade
® 40 A
2
=l
@ 30 A
€=
Q
0
[r—
N 20 A
[}
o
[Vp}

10 1

O T T T T T

158b 158b 158a/b 158b/e KIR-

KIR-Phanotyp der NK-Klone

Abb. 4.33: Zytotoxizitat von NK-Klonen vor und nach HLA-Blockade der Targetzellen



Ergebnisse | 101

Abb. 4.34 zeigt die signifikante Steigerung (p = <0.001) der NK-Zytotoxizitat
durch HLA-Maskierung der Pra-B-ALL Blasten in den verschiedenen
Titrationsstufen des E:T-Verhaltnisses.

Mittlere spez. Lyse der Pra-B-ALL Blasten von Patient 1
durch NK-Klone [n = 5]
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Abb. 4.34: Darstellung der Zytotoxizitatssteigerung von NK-Klonen durch HLA-
Maskierung der Blasten in 3 E:T-Titrationsstufen.

4.8.2 ADCC

Eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der spezifischen NK-Aktivitat stellt die
ADCC dar. Dabei wurden zwei verschiedene Antikérper gegen CD19, ein
Markerantigen fir Leukamien der B-Zelllinie, getestet.

Neun NK-Klone wurden in einem ersten Versuch (Abb. 4.35) gegen Pra-B-ALL
Blasten von Patient 1 ohne Antikérper, mit einem CD19 Antikérper aus
verschiedenen Maushybridomen, sowie als Positivkontrolle gegen K562
getestet. Bei den NK-Klonen, die eine relativ niedrige Aktivitat zeigten, konnte
keine bedeutsame Steigerung der spezifischen Lyse beobachtet werden.
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NK-Klone [n=9] vs. Pra-B-ALL Blasten von Patient 1
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Abb. 4.35: ADCC mit anti-CD19 Ak aus Maushybridomen im Vergleich mit
NK-Zytotoxizitat ohne Antikérper und als Referenz gegentiber K562

In einem weiteren Versuch mit acht NK-Klonen (Abb. 4.36), wurde die Aktivitat
der NK-Zellen zusatzlich gegenlber Blasten mit maskierten HLA-Klasse |-
Molekilen (durch den Antikdrper W6/32, siehe 4.8.3) analysiert, sowie
gegenlber Blasten, die mit einem chiméren anti-CD19 Antikérper mit humanem
Fc-Anteil inkubiert wurden.

Bei den anti-CD19 Maus-Antikérpern konnte wiederum keine ADCC-Kapazitat
festgestellt werden. Die chiméaren anti-CD19 Antikérper zeigten dagegen eine
signifikante Steigerung der spezifischen Lyse (p = 0.007, gepaarter T-Test) im
Vergleich zu NK-Klonen, die ohne Ausnutzung der ADCC getestet wurden.

Bei Maskierung der HLA-Molekile auf den Targets durch den Antikérper W6/32
lieB sich eine weitere Steigerung der spezifischen Lyse beobachten. Im
Vergleich zur Austestung der NK-Klone ohne den Einsatz von Antikérpern
betrug diese im Mittel 24%.
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NK-Klone [n=8] vs. Pra-B-ALL Blasten von Patient 1
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Abb. 4.36: Vergleich der Zytotoxizitatssteigerung bei ADCC mit Maus-Antikorper,
chimarem Antikorper, sowie bei HLA-Maskierung mit W6/32

4.9 Weitere Charakterisierung von NK-Klonen mit sehr hoher
oder sehr niedriger antileukamischer Aktivitat

NK-Klone, die bei funktioneller Austestung gegentber Pra-B-ALL Blasten eine
ausgepragt hohe oder sehr geringe Aktivitdt zeigten, wurden vergleichend
weiter untersucht, um zusatzliche Einflussfaktoren auf die NK-Alloreaktivitat zu
identifizieren.

Es erfolgte eine erweiterte immunphanotypische Charakterisierung der NK-
Zellen auf KIRs, C-type Lectin Rezeptoren sowie costimulierende Rezeptoren
und Adhé&sionsmolekilen. In Abb. 4.37 sind zehn ausgewahlte NK-Klone von
gesunden Spendern dargestellt, die sich zuvor bei Austestung gegeniiber HLA-
Cw3*/Cw4/Bw4™ Pra-B-ALL Blasten von Patient 1 entweder durch eine hohe
bzw. niedrige lytische Aktivitat auszeichneten.
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NK-Klone mit niedriger und hoher zytolytischer Aktivitat
gegenuber kindlichen Pra-B-ALL Blasten
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Abb. 4.37: Das Diagramm zeigt zehn ausgewéhlte NK-Klone, von gesunden
Spendern mit entweder ausgepragt hoher oder sehr niedriger zyto-
lytischer Aktivitat gegeniiber Pra-B-ALL Blasten von Patient 1. In der
Tabelle wird die korrespondierende phénotypische Expression der
Zelloberflaichenmarker dieser NK-Klone dargestellt. Dunkel unterlegte

Felder entsprechen dem Vorhandensein des Markers, leere Felder dem
Nichtvorhandensein.



Ergebnisse | 105

Beziglich der phéanotypischen Expression von Adhé&sionsmolekilen und
aktivierenden Rezeptoren waren keine bedeutsamen Unterschiede zwischen
NK-Klonen mit hoher oder niedriger antileukdmischer Aktivitat festzustellen.

Dagegen zeigte sich beim KIR-Expressionsmuster, dass NK-Klone mit hoher
Aktivitdt keinen oder nur einen KIR exprimierten, wohingegen sich bei NK-
Klonen mit niedriger Aktivitdt mehrere inhibitorische Rezeptoren auf der

Zelloberflache nachweisen lieBen.
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5 Diskussion

Die Stammzelltransplantation wurde in den vergangenen Jahren zu einer
etablierten Methode zur Behandlung von Hochrisikoleukdmien bei Kindern,
sowie von Rezidiven. Durch Verfahren der T-Zell Depletion konnte bei
Transplantationen mit unverwandten oder nicht HLA-identen Spendern die
Gefahr einer GvHD und die damit assoziierte Mortalitdt deutlich reduziert
werden. Allerdings blieb das Auftreten von Rezidiven ein wesentliches Problem
nach erfolgreicher Transplantation. Eine zelluldare Immuntherapie nach SZT ist
diesbeziglich eine Mdglichkeit, die assoziierten Komplikationen zu verringern
bzw. zu therapieren. Studien der letzten Jahre konnten dabei fir myeloische
(78;79) und kdrzlich auch fur lymphatische Leukadmien (8;81) zeigen, dass
NK-Zellen potente antileukdmische Effektoren darstellen und eine viel-
versprechende alternative Strategie der adoptiven Immuntherapie bieten.

Diese Arbeit verfolgte das Ziel, alloreaktives Verhalten von NK-Zellen
gegenuber kindlichen Pra-B-ALL Blasten auf klonaler Ebene zu analysieren und
dabei den Einfluss der KIR-Expression auf die spezifische NK-Aktivitat
gegenilber den leukdmischen Blasten zu untersuchen.

Hierfir wurde zuné&chst ein Protokoll zur effektiven Klonierung von NK-Zellen
gesunder Spender sowie von Patienten nach SZT etabliert. Auf Grundlage des
Konzepts der NK-Alloreaktivtat von Velardi et al (78) erfolgte anschlieBend die
phénotypische Charakterisierung der NK-Klone mittels FACS-Analyse, sowie
die funktionelle Austestung der Klone mit verschiedenen HLA-Klasse |-
spezifischen Referenzzelllinien, sowie kryokonservierten Pra-B-ALL Blasten.
Damit sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich durch Berlcksichtigung
des KIR-Phéanotyps entsprechend dem KIR-Ligand-Mismatch Konzept ein HLA-
spezifisches Killing von Vorlauferleukdmien der B-Zelllinie vorhersagen lasst.
Zudem wurden diejenigen NK-Klone mit sehr guter oder sehr schlechter
Aktivitat weiterflhrend untersucht, um zusatzliche Effektoren-bezogene
Einflussfaktoren der NK-Alloreaktivitat zu identifizieren.
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5.1 Methodenkritik

5.1.1 Immunomagnetische Anreicherung von NK-Zellen

Die Anreicherung von NK-Zellen erfolgte aus peripherem Vollblut von gesunden
Spendern und Patienten sowie aus Buffy Coats gesunder freiwilliger Spender,
die aus der Blutbank Tibingen bezogen wurden. Die Technik beruht auf
Antikdrper-konjugierten magnetischen Mikropartikeln, die mit entsprechenden
Antigenen auf Zelloberflachen spezifische Bindungen eingehen und dadurch die
jeweiligen Zellpopulationen in einem starken Magnetfeld auf Trennsaulen
zurlickhalten kénnen (MACS-System, magnet activated cell sorting). Dies bildet
die Grundlage, beliebige Zellpopulationen voneinander zu trennen, bzw.
bestimmte Populationen stark anzureichern. Bei der Zwei-Stufen-NK-Zell-
Anreicherung mit MACS und Dynabeads ist eine Reinheit der Zellen bis zu
> 99% moglich (88;89). Dabei sollen die Vitalitat, das Proliferationsverhalten
sowie die Zytotoxizitat der NK-Zellen durch die Markierung und Separation nicht
beeinflusst werden (8;90;91). Beim ersten Schritt der NK-Zell-Anreicherung mit
dem MACS-System wurden CD56" T-Zellen mit angereichert. Um diese
Zellpopulation zu eliminieren, erfolgte als zweiter Schritt die Depletion mit
Dynabeads. Diese Antikérper sind mit einem wesentlich gréBeren
magnetischen Anteil versehen, so dass es mdglich war, die damit markierten
Zellen in einem schwachen Magnetfeld zu entfernen, das die mit MACS-Beads
markierten Zellen nicht beeinflusst. Die zuséatzlich notwendigen Waschschritte
durch diesen zweiten Teil der Anreicherung gingen allerdings mit einem Verlust
von NK-Zellen einher.

In dieser Studie konnte bei den durchgefliihrten Zwei-Stufen-NK-
Anreicherungen im Mittel eine Reinheit von 94,94% + 5,02% SD erzielt werden,
welche etwas niedriger liegt als in einer vorausgehenden Forschungsarbeit der
gleichen Arbeitsgruppe (87). Allerdings wurde nur eine geringe Anzahl an

Versuchen mit dieser Methode durchgefiihrt (n=3).
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Der darauf folgende Ansatz zur Gewinnung einer Zellsuspension zur
Generierung von NK-Klonen bestand in der indirekten Anreicherung von NK-
Zellen durch alleinige Depletion der CD3* Zellen mit MACS-Microbeads.
B-Zellen, Monozyten, aber auch NK-Zell-Progenitoren blieben dabei in der
Zellsuspension erhalten. Fiir CD56"/CD3" Zellen konnten Reinheiten von bis zu
70% erreicht werden (Mittelwert 37,83% + 22,65% SD, n = 15). Flr den Anteil
von CD3" Zellen sollte ein Wert <0,1% erreicht werden, um in der
anschlieBenden Zellkultur ein Wachstum von T- bzw. NK/T-Zellpopulationen zu
vermeiden. Das Einhalten dieses Grenzwertes gelang bei 14 von 15
Versuchsansatzen. Im Mittel betrug der prozentuale Anteil an verbliebenen
CD3" Zellen nach MACS-Depletion 0,05% + 0,039% SD.

5.1.2 Generierung von NK-Klonen

Zur Untersuchung von NK-Zellen auf klonaler Ebene wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Velardi, Perugia/ltalien, deren Protokoll zur
effizienten NK-Klonierung etabliert (78). Wie beschrieben wurden NK-Zellen
direkt bzw. indirekt angereichert und nach Erstellung einer Verdiinnungsreihe in
niedrigen Konzentrationen von 0,75-20 Zellen pro Kavitat in 96-Loch-
Mikrotiterplatten ausplattiert.

Die Aktivierung der Lymphozyten erfolgte mit Phytohdmagglutinin (PHA) und
die Zellkultur mit 10%FCS-RPMI Medium, den Interleukinen 2 und 15, sowie
bestrahlten allogenen Feederzellen. Der Einfluss von IL-2 und IL-15 auf die
Zellreifung, Proliferation, Differenzierung sowie zytotoxische Aktivitat von NK-
Zellen wurde in anderen Studien bereits hinreichend beschrieben und evaluiert
(45;92-95). Ein Problem bei der Generierung von NK-Klonen stellt die
Kontamination mit CD3" Zellen und konsekutivem Wachstum von T-Zell bzw.
NK/T-Zell Populationen dar. Aus diesem Grund wurde versucht bei der NK-
Anreicherung unter dem Grenzwert von 0,1% CD3" Zellen zu bleiben. Vor bzw.
nach der funktionellen Austestung der Zellpopulationen wurde weiterhin mittels

FACS Analyse ein Wachstum von CD3" Zellen ausgeschlossen.
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5.1.3 Zytotoxizitatstests

Zur quantitativen Bestimmung der Targetzelllyse durch Effektorzellen wurde der
BATDA-release-assay verwendet. Hier handelt es sich um einen von Blomberg
et al beschriebenen und inzwischen gut etablierten Zytotoxizitatstest (85;86),
bei dem es sich im Gegensatz zu dem weitverbreiteten °'Chromfreisetzungstest
um eine nicht-radioaktive Methode handelt. Die Vorteile sind in der einfacheren
Handhabung, sowie der schnelleren Durchfiihrung zu sehen. Dabei wird die
Qualitat der Messergebnisse von der spontanen Freisetzung des TDA-
Europium-Komplexes (Spontanlyse) beeintréachtigt. Ist der Unterschied
zwischen Spontan- und Maximallyse zu gering, missen Tests wiederholt
werden, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Die Spontanlyserate zeigt
sich dabei zunachst abhangig vom Zustand der Targetzellen, kann aber auch
Targetzell-spezifisch variieren. Von Bedeutung ist deshalb ein schonender
Umgang mit den Targetzellen, um die Spontanlyserate unter einem Wert von
30% zu halten. Dieser Grenzwert konnte in den durchgeflhrten

Zytotoxizitatstests bis auf wenige Ausnahmen eingehalten werden.

5.1.4 Durchflusszytometrie

In dieser Studie wurde die Methode der 4-Farben-FACS-Analyse zur
immunologischen und morphologischen Phénotypisierung von mononukleéren
Zellen verwendet. Diese Methode erlaubt die Untersuchung einer groBen
Zellzahl auf verschiedene Oberflachenantigene in kurzer Zeit und ist in der
diagnostischen Routine, sowie wissenschaftlichen Arbeit fest etabliert.

Die Anfarbung der Zellen mit den Farbstoffen FITC, PE, PerCP, sowie APC

erfolgte nach standardisierten Protokollen.
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5.2 Klonierungseffizienz und Expansion von NK-Klonen

Um antileukdmische NK-Aktivitat auf klonaler Ebene zu analysieren, sollte eine
Methode etabliert werden, welche eine maoglichst effiziente Generierung von
NK-Populationen erlaubt, die sich von jeweils einer NK-Zelle ableiten und somit
den gleichen Phanotyp an Oberflachenmolekiilen aufweisen. Zur Gewinnung
von NK-Zellen dienten wie beschrieben zwei immunomagnetische Anreicher-

ungsverfahren:

1) die Zwei-Stufen-NK-Anreicherung mit MACS (CD56-Anreicherung) und
Dynal-Beads (CD3-Depletion)
2) und die CD3-Depletion mit MACS-Microbeads

Festzustellen war, dass trotz der niedrigeren Reinheit von CD56" Zellen nach
dem indirekten NK-Anreicherungsverfahren durch Depletion von CD3* Zellen,
die Ausbeute an NK-Klonen signifikant gréBer war als nach der Zwei-Stufen-
NK-Anreicherung.

Abhéangig von der Anzahl ausplattierter Zellen pro Kavitdét zu Beginn des
Kulturansatzes zeigte sich eine Steigerung der Klonierungseffizienz um das 2,5-
7,6-fache. Als mdgliche Erklarung ware zum einen die niedrigere Belastung der
Zellen durch die schnellere Durchfihrung des indirekten Anreicherungs-
verfahrens zu nennen. Zum anderen bleiben beim Depletionsverfahren unreife
NK-Zellen sowie NK-Progenitoren in der Zellsuspension erhalten, die sich im
Gegensatz zu den reifen NK-Zellen bei der CD56-Positivanreicherung durch
eine héhere Proliferationsrate auszeichnen und im Verlauf der Kultivierung und
Zytokinstimulation weiter differenzieren und ausreifen kbnnten.

Die Expansion von gewachsenen NK-Klonen zeigte sich dagegen nicht
abhangig von der Methode der NK-Anreicherung. Wie in anderen Studien
konnte eine signifikante Expansion der NK-Populationen wéahrend den ersten

drei Wochen nach Beginn der Zellkultur beobachtet werden (96;97).



Diskussion | 111

Durch Zellkultur in RPMI Medium mit 10% FCS und der regelmaBigen Gabe
von IL-2, IL-15, sowie bestrahlten allogenen Feederzellen konnten die NK-
Populationen (ber einen Zeitraum von 30 Tagen um das 4x10°fache
expandiert werden. Dies war ausreichend, um wie beabsichtigt die NK-Klone
durchflusszytometrisch zu charakterisieren und gegenlber verschiedenen

Targetzellen funktionell auszutesten.

Jingste Untersuchungen von Morris et al weisen darauf hin, dass die
Verwendung von SCGM (stem cell growth medium) anstelle von RPMI-Medium
bei der Generierung und Expansion von NK-Klonen Vorteile besitzt (98). So
konnte im Vergleich der Kulturmedien eine 4-5-fache Zunahme der
proliferierenden NK-Klone beobachtet werden. Auch die Verwendung von
bestrahlten allogenen PBMC als Feederzellen zeigte im Vergleich zu bisherigen
Klonierungsprotokollen, die bestrahlte EBV-LCL Zelllinien verwenden, eine
Steigerung der Expansion von NK-Klonen. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen in dieser Arbeit, da es auch hier unter Verwendung von
allogenen PMNC als Feederzellen zu einer langer expandierenden Zellkultur als
unter Verwendung der RPMI 8866 Zelllinie kam.

5.3 KIR-Phanotypen der generierten NK-Klone

Funktionelle Untersuchungen von NK-Klonen und die Analyse ihrer Expression
von Rezeptoren zeigten, dass NK-Zellen durch inhibitorische Rezeptoren, die
autologe HLA-Klasse I-Liganden binden, davon abgehalten werden, gesunde
autologe Zellen zu téten (46). Solche Beobachtungen fiihrten zur Aufstellung
der Hypothese, dass reife periphere NK-Zellen zumindest einen inhibitorischen
NK-Rezeptor fir die autologe HLA-Klasse | exprimieren missen, um Auto-

reaktivitat zu verhindern (,at-least-one Hypothese*) (99;100).
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Obwohl HLA- und KIR-Gene unabh&ngig voneinander vererbt werden, besitzen
die meisten Menschen ein vollstandiges Repertoire an Genen fir KIRs (killer
cell inhibitory receptors), die NK-Zellen inhibieren, wenn sie einen der drei HLA-
Klasse I|-Liganden binden (HLA-C Allele der Gruppe 1 entsprechen Cwi1, 3, 7,
8, 13; HLA-C Allele der Gruppe 2 entsprechen Cw2, 4, 5, 6, 15 und HLA-Bw4
Allele). Gene, die fur den Rezeptor CD158b kodieren, welcher Allele der HLA-
C-Gruppe 1 bindet, finden sich beim Menschen zu 100%; Gene fir CD158a,
welcher Allele der HLA-C-Gruppe 2 bindet, zu 97%, und Gene fir CD158e,
spezifisch fur Allele der HLA-Bw4 Gruppe, zu 90% (101-103).

Im Verlauf der Entwicklung des NK-Zell-Rezeptorenrepertoires bestimmt der
HLA-Klasse |-Genotyp, welche KIRs als inhibitorische Rezeptoren fir die
eigene HLA- Klasse-I benutzt werden. NK-Zellen ohne inhibitorischen KIR flr
die eigene HLA-Klasse | exprimieren den inhibitorischen Heterodimer
CD94/NKG2A. Diese NK-Zellen sollen nicht alloreaktiv sein, da HLA-E, der
Ligand dieses Rezeptors, von Zellen aller Menschen exprimiert wird (10;104).
Folglich bestimmt die Expression von Genen fir CD94/NKG2A und KIR, sowie
der HLA-Klasse |-Genotyp das NK-Zell-Repertoire eines jeden Menschen
(99;102;105;106). Da KIRs klonal verteilt sind, ist jede Zelle im Repertoire
unterschiedlich besetzt und tritt in unterschiedlicher Haufigkeit auf.

Shilling et al konnte bei einer Studie an 85 Geschwisterpaaren von 36 Familien
feststellen, dass der HLA-Klasse |-Genotyp modulatorischen Einfluss auf die
Haufigkeit von NK-Zellen mit Expression eines bestimmten KIR nimmt (105).
Die Wechselwirkung eines inhibitorischen KIR-Rezeptors mit seinem ent-
sprechenden HLA-Liganden kann dabei zu einer Zunahme der peripheren NK-
Zellen mit Expression dieses Rezeptors fihren. Bei Untersuchungen in der
Japanischen Bevélkerung zeigten Personen der HLA-Cw-1 Gruppe eine héhere
Frequenz von NK-Zellen, die den entsprechenden KIR CD158b exprimierten;
ebenso verhielt es sich bei Personen der HLA-Cw-2 Gruppe und der HLA-Bw4-
Gruppe.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie, bei der 379 NK-Klone von acht

gesunden Spendern durch FACS-Analyse ihres KIR-Phanotyps bzgl. den
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Rezeptoren CD158a, CD158b und CD158e untersucht wurden, stimmen mit
diesen Beobachtungen Uberein:

Alle Spender gehdérten jeweils nur einer HLA-Cw Gruppe an und es zeigte sich
eine signifikant gréBere Haufigkeit an Klonen mit Expression eines
inhibitorischen KIR, der die eigene HLA-Klasse | erkennen kann.

Hinsichtlich der Expression von CD158e war kein Unterschied zwischen den
Spendern zu erwarten, da alle die Allele der HLA-Bw4 Gruppe exprimierten.
Dennoch lieBen sich ausgepragte Unterschiede in der Haufigkeit an NK-Klonen,
die den inhibitorischen KIR CD158e trugen, beobachten. Wie bereits erwahnt,
fehlt einem gewissen Prozentsatz (ca. 10%) der Menschen Gene, die flr diesen
KIR kodieren. Dies wére eine hypothetische Erklarung, da die Spender nur
hinsichtlich ihrer HLA-Gruppe, nicht aber auf ihr Repertoire an KIR-Genen
untersucht wurden. AuBerdem wurde von Pando et al festgestellt, dass es bei
den Allelen fir CD158e einen gewissen Anteil an Varianten gibt, welche die
Expression des Rezeptors an der Zelloberflache teilweise verhindern. Andere
fuhren dazu, dass die entsprechenden NK-Zellen in niedriger Haufigkeit
auftreten (107).

Insgesamt konnte durch die durchflusszytometrische Phéanotypisierung
hinsichtlich der drei wichtigsten inhibitorischen KIRs (CD158a, CD158b und
CD158e) nach dem Konzept der NK-Alloreaktivitat von Velardi der
modulatorische Einfluss des HLA-Genotyps auf die Haufigkeit von NK-Klonen
mit entsprechendem KIR-Besatz gezeigt werden. Diese Tatsache gewinnt an
Bedeutung bei der Suche nach einem Spender fir allogene SZT. Ruggeri et al
sowie Leung et al zeigten, dass Spender, die mit ihren Empfangern bzgl. der
HLA-C Gruppe Mismatches hatten, eine ausgepragte Haufigkeit an NK-Zellen
besaBen, die sich gegentber den Targetzellen des Empfangers alloreaktiv
verhielten (79;81). Die hochauflésende HLA-Typisierung hat sich diesbezlglich
als guter Pradiktor flir NK-Alloreaktivitat bei allogener SZT gezeigt, wobei der
HLA-Typ offensichtlich Uber die Zahl der Klone mit entsprechendem KIR,
welcher beim Empféanger mit Mismatch keinen Liganden findet, Einfluss nimmt
(108).
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5.4 Alloreaktivitat gegentliber Referenzzelllinien

Von Velardi/Ruggeri et al wurde das Konzept des KIR-Ligand-Mismatches
entwickelt, das es erlaubt, eine NK-Alloreaktivitat allein auf Grundlage der
HLA-B und HLA-C Konstellation von Spender und Empfanger vorherzusagen.
Dieses Konzept beruht auf dem Fehlen von HLA-C und -B Allelen beim
Empfanger, welche beim Spender vorhanden sind und dessen NK-Zellen
hemmen. Berlcksichtigt werden nur die KIRs CD158a, CD158b und CD158e,
sowie deren zugeordnete HLA-Liganden (79).

Auf der Grundlage dieses Konzepts sollte Alloreaktivitdt von generierten NK-
Klonen zunachst gegeniber Referenzzelllinien durch funktionelle Austestung
mit Zytotoxizitatstests nachgewiesen werden. Die Frage war, ob es durch
Bericksichtigung des HLA-Typs von Effektor- und Targetzelle und des KIR-
Phéanotyps der NK-Klone mdglich ist, HLA-spezifisches bzw. KIR-spezifisches
Killing von B-LCL Zelllinien vorherzusagen und weiterhin, ob sich diese NK-
Klone auch gegenlber kindlichen B-ALL Blasten als alloreaktive Effektoren
zeigen.

Als Referenzzelllinien dienten B-LCL, die mit Allelen nur einer HLA-Cw Gruppe
transfiziert wurden und folglich nur diese exprimierten (HLA-Cw3 und HLA-Cw4
Transfektanten von LCL 721.221), und B-LCL, denen die Expression von
Allelen einer HLA-Cw Gruppe fehlten (B-LCL missing HLA-Cw3 und missing
HLA-Cw4, zur Verfligung gestellt von A. Velardi, Perugia/ltalien). Die Vitalitat
der Effektoren wurde bei den Versuchen durch gleichzeitige Austestung gegen
die erythroleuk&mische Zellline K562, welche als Standard-Target fir NK-Zellen
gilt, bestimmt. Die mittlere spezifische Lyse lag hierbei zwischen 86% und
100%.
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5.4.1 B-LCL Transfektanten

77 NK-Klone von Spendern, die jeweils nur einer HLA-Cw-Gruppe angehérten,
wurden gegen B-LCL 721.221, sowie mit HLA-Cw3 Allelen bzw. HLA-Cw4
Allelen transfizierten B-LCL 721.221 funktionell ausgetestet. Dabei zeigte sich
die geringste zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen gegentber der nicht
transfizierten Ausgangszelllinie LCL 721.221, die theoretisch keine HLA-
Klasse I|-Antigene exprimieren sollte. In einer anderen Studie der Tabinger
Arbeitsgruppe wurde gegeniber dieser Zelllinie ebenfalls eine geringe NK-
Aktivitat beobachtet. Durch Farbung mit dem HLA-Klasse I|-bindenden Anti-
kérper W6/32 wurde allerdings festgestellt, dass der eingesetzte LCL 721.221-
Klon entgegen den Erwartungen HLA-Klasse |-Antigene exprimierte (109). Dies
ware eine mdogliche Erklarung fir die unerwartete Hemmung der NK-Aktivitat
bei der vorliegenden Untersuchung.

Bei NK-Klonen von Spendern, die der HLA-Cw3 Gruppe angehdrten, konnte
entsprechend dem Mismatch-Konzept eine HLA-spezifische Aktivitat nach-
gewiesen werden: Das Killing der mit den Allelen der anderen HLA-Gruppe
(HLA-Cw4) transfizierten B-LCL war durch die ausbleibende Inhibition
signifikant gréBer als gegenlber Transfektanten mit der gleichen HLA-Gruppe
(HLA-Cw3) (gepaarter T-Test: p < 0.0001).

Bei NK-Klonen von Spendern der HLA-Cw4 Gruppe ware das entgegen-
gesetzte Aktivitdtsmuster zu erwarten gewesen. Allerdings wurden wiederum
die LCL-Cw4 starker lysiert als die mit Allelen der anderen HLA-Gruppe
transfizierten LCL-Cw3 (gepaarter T-Test: p = 0.0012). Dennoch ist die mittlere
spezifische Lyse der Cw3-Transfektanten durch HLA-Cw4* NK-Klone mit 59,2%
signifikant hdher als die mittlere Lyse durch HLA-Cw3* NK-Klone mit 36,8%.

Im direkten Vergleich der Spendergruppen zeigte sich also bezlglich dem
Kiling der LCL-Cw3 Zelllinie bei Klonen der anderen HLA-Cw Gruppe
erwartungsgeman ein signifikant starkeres Killing als bei Klonen der gleichen
HLA-Gruppe.
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Die Frage bleibt, aus welchem Grund die HLA-Cw4 Transfektanten auch von
NK-Klonen der gleichen HLA-Gruppe effektiv lysiert wurden und sich so
innerhalb der HLA-Cw4" Spendergruppe kein HLA-spezifisches Killing zeigte.

Mittels FACS-Analyse wurden alle NK-Klone auf ihre Expression der drei
relevanten KIRs untersucht und dabei komplett negative bis zu dreifach KIR
positive NK-Klone identifiziert. Wiederum zeigten alle Klone die niedrigste
Aktivitdt gegenuber den LCL 721.221 und die héchste gegeniber LCL-Cw4
Transfektanten, gleich welchen KIR-Phanotyp sie exprimierten.

Einfach positive NK-Klone mit Expression des KIR CD158a zeigten im
Vergleich der Transfektanten eine diskret starkere Aktivitat gegenliber den LCL-
Cw3, die keine entsprechenden HLA-Liganden trugen. Der Unterschied im
Killing beider Zelllinien entsprach der Pradiktion des KIR-Ligand-Mismatch
Konzepts, war allerdings statistisch nicht signifikant (gepaarter T-Test:
p = 0.4289). Dagegen konnte bei einfach positiven NK-Klonen mit CD158b ein
signifikantes KIR-spezifisches Killing beobachtet werden (gepaarter T-Test:
p = 0.0002), bei dem die Transfektanten, welche den entsprechenden HLA-
Ligand trugen (LCL-Cw3), zu einer Inhibition fihrten und die Transfektanten
ohne HLA-Ligand (LCL-Cw4) gut lysiert wurden.

KIR negative (entsprechend CD158a/b/e’) und CD158e einfach positive NK-
Klone, welche keine entsprechenden Rezeptoren flir die HLA-Liganden auf den
Targets exprimierten, zeigten im Mittel hohe Lysewerte gegeniber beiden
transfizierten Zelllinien, was dem KIR-Ligand-Mismatch Konzept entspricht und

durch eine fehlende Inhibition erklarbar ist.

Insgesamt war festzustellen, dass bei funktioneller Austestung der NK-Klone
gegenlber den HLA-Cw3 und HLA-Cw4 Transfektanten teilweise — aber nicht
durchgangig — ein HLA- und KIR-spezifisches Killing nach dem KIR-Ligand-
Mismatch Konzept nachgewiesen werden konnte. Eine mégliche Ursache daftr
ist, wie erwahnt, in der hohen Suszeptibilitdt der HLA-Cw4 Transfektanten zu
sehen, welche evtl. durch einen mangelhaften Zustand der Zelllinie bedingt

gewesen sein kdnnte. Dies lasst sich allerdings durch gute Spontanlysen der
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durchgefihrten Tests ausschlieBen. Da die Transfektanten auf ihre HLA-
Expression nicht Gberprift wurden, kénnte eine weitere Erklarung eine
abweichenden HLA-Expression der Targetzellen sein, wie sie auch fir die LCL
721.221 festgestellt wurde.

5.4.2 B-LCL missing HLA-Cw Zelllinien

Diese von Velardi (Perugia/ltalien) zur Verflgung gestellten Referenzzelllinien
exprimieren keine HLA-Cw3 bzw. HLA-Cw4 Antigene, so dass sich NK-Zellen,
die auf den Targets keinen entsprechenden HLA-Liganden finden, aufgrund der
,missing self“-Theorie alloreaktiv verhalten sollten (46).

215 NK-Klone von Spendern der HLA-Cw4 Gruppe und 136 NK-Klone von
Spendern der HLA-Cw3 Gruppe wurden gegentber diesen Targetzellen
funktionell ausgetestet. Dabei lieB sich, wenn die Klone nur hinsichtlich des
HLA-Typs ihres jeweiligen Spenders beurteilt wurden, ein HLA-spezifisches
Kiling nachweisen: NK-Klone zeigten gegeniber den Targets mit ihrem
fehlenden HLA-Ligand ein signifikant starkeres Killing als gegentber den
Targets, die Antigene der gleichen HLA-Cw Gruppe exprimierten. Statistische
Signifikanz wurde mit gepaartem T-Test ermittelt, da jeder NK-Klon gegen
beide Zelllinien parallel ausgetestet wurde (jeweils p<0.0001).

Bei Analyse der NK-Aktivitdt entsprechend des KIR-Phanotyps der Klone
konnte allerdings kein spezifisches Killing nachgewiesen werden. Einfach
positive NK-Klone ebenso wie KIR negative und mehrfach positive NK-Klone
zeigten keine signifikant unterschiedliche Aktivitdt gegeniber den ,Missing
HLA-Cw* Zelllinien.

Somit war festzustellen, dass die NK-Klone, bei Beurteilung des HLA-Typs ihrer
jeweiligen Spender ohne Berlcksichtigung der FACS-Analyse ein HLA-
spezifisches Killing gegenlber den LCL-Zelllinien zeigten, bei Analyse der KIR-
Expression sich allerdings keine ihrem KIR-Besatz entsprechende HLA-

spezifische Aktivitdt nachweisen lieB3. Der Frage, ob das Killing dieser Zelllinien
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einen pradiktiven Wert far die lytische Aktivitdt der NK-Klone gegeniber
kindlichen ALL Blasten hat, wurde in Versuchen nachgegangen, bei denen
Klone parallel gegen ALL Blasten und die Referenzzelllinien ausgetestet
wurden (siehe 4.5 und 4.7). Dabei konnten NK-Klone identifiziert werden, die
ALL Blasten effektiv lysierten. Im Vergleich mit den Referenzzelllinien zeigte
sich aber weder ein signifikanter Unterschied noch eine Korrelation bezuglich
der lytischen Aktivitdt der NK-Klone. Das Killing dieser Zelllinien hatte also
keinen pradiktiven Wert fir die NK-Aktivitdt gegentber den kindlichen ALL
Blasten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das Konzept der
Alloreaktivitat auf Grundlage des KIR-Ligand-Mismatch mit den drei
wesentlichen inhibitorischen KIRs CD158a, CD158b und CD158e gegeniiber
padiatrischen ALL-Blasten nicht ausreichend ist und weitere Einflussfaktoren
auf die NK-Aktivitét eine Rolle spielen.

5.5 Alloreaktivitat gegenuber Pra-B-ALL Blasten

Die Effektivitat und klinische Relevanz von NK-Zell vermittelter Zytotoxizitat
gegenliber lymphatischen Leukamieblasten ist Gegenstand aktueller und
kontroverser Diskussion. Wéahrend bei Blasten der akuten myeloischen
Leukéamie (AML) eine signifikante Verminderung der Rezidivrate nach allogener
SZT im Erwachsenenalter nachgewiesen werden konnte, zeigte sich in vitro
dagegen, dass nur wenige Blasten bei akuter lymphatischer Leukamie (ALL) im
Erwachsenenalter gut lysierbare Targets fur eine NK-Zell vermittelte Lyse
darstellen und somit kein relevanter Vorteil durch das Konzept der KIR-Ligand-
Inkompatibilitat, wie von Velardi et al beschrieben, beobachtet werden konnte
(78-80;110;111). Dennoch lieferten jungste experimentelle und klinische
Studien Hinweise auf GvL-Aktivitat von NK-Zellen im Rahmen von kindlicher
ALL (8;81). In dieser Studienarbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung
der Effektorfunktion von NK-Zellen gegeniber der haufigsten padiatrischen
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malignen Erkrankung, der akuten lymphatischen B-Zell Leukamie, die sich von
der adulten Leuk&mie in ihrem klinischen Verlauf, sowie mdglicherweise auch in
ihrer Biologie unterscheidet. Auf klonaler Ebene wurde gegenlber kindlichen
Pra-B-ALL Blasten von vier Patienten das Auftreten antileukamisch aktiver NK-
Zellen untersucht und wodurch sich NK-Zellen als gute oder schlechte
Effektoren auszeichnen, bzw. welche weiteren Regulationsmechanismen
Einfluss auf die Lyse der Targetzellen nehmen (siehe auch 5.6). Bei der
funktionellen und phanotypischen Untersuchung von insgesamt 385 NK-Klonen
von sieben Spendern gegenlber den kindliche Pra-B-ALL Blasten konnten in

dieser Arbeit folgende Beobachtungen gemacht werden:

1) Kindliche Pra-B-ALL Blasten mit verminderter HLA-Klasse I|-Expression
konnten von einem relevanten Anteil der NK-Klone gesunder Spender
effektiv lysiert werden, wohingegen Blasten mit erhéhter HLA-Klasse |-
Expression keine empfanglichen Targetzellen fir eine NK-Zell

vermittelte Lyse darstellten.

2) NK-Klone, die keinen der drei flur das KIR-Ligand-Mismatch Konzept
relevanten Rezeptoren exprimierten, zeigten eine signifikant hdhere

antileukdmische Aktivitat.

3) NK-Klone, die einen KIR exprimierten, welcher eine spezifische Bindung
mit dem korrespondierenden Liganden auf der Targetzelle (HLA-C)
eingehen konnte, wurden inhibiert. Folglich waren NK-Klone mit hoher
lytischer Aktivitat phanotypisch als KIR™ (CD158a’/b’/e’) charakterisiert
oder exprimierten einen KIR, der keinen Liganden auf der Targetzelle

binden konnte.

4) Der pradiktive Wert des KIR-Expressionsmusters bezliglich der antileu-
kamischen NK-Aktivitdt gegentber den ALL Blasten gewann mit
abnehmender HLA-I Expression der Targetzellen an Bedeutung.

5) Alloreaktive NK-Klone von Patienten nach haploidentischer Transplan-
tation konnten identifiziert werden, welche die autologen Pra-B-ALL-

Blasten bzw. entsprechende allogene Blasten effektiv lysierten.
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In den 90er Jahren wurde bereits ausfihrlich die Bedeutung der HLA-Klasse |-
Expression flr die NK-Suszeptibilitat diskutiert und beschrieben (50;112;113)
und auch in den vorliegenden Versuchen wurde durch HLA-Maskierung mit
dem monoklonalen Antikérper W6/32 der Einfluss von HLA-Molekilen auf die
Empfindlichkeit von Targetzellen gegenlber NK-Zellen demonstriert. Zuletzt
konnte von Pfeiffer et al durch die Untersuchung von B-ALL Blasten
verschiedener padiatrischer Patienten eine deutliche Korrelation zwischen der
Intensitat von HLA-Klasse |-Expression und dem Grad der NK-Suszeptibilitat
der Targetzellen nachgewiesen werden (87;114). Die These wurde formuliert,
dass die inhibitorischen Rezeptoren fir HLA-Klasse |-Allele die NK-Zytotoxizitat
eher abschwéachen, als diese vollstdndig zu inhibieren, und dass sich die
Menge an exprimierten HLA-Molekllen auf den Targetzellen proportional zum
AusmalB der NK-Inhibition verhalt (55).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich mit diesen Beobachtungen
darin, dass sich die Intensitat der HLA-Klasse I-Expression auf kindlichen Pra-
B-ALL Blasten als ein wesentlicher und dominanter Faktor der NK-
Suszeptibilitdt darstellte und erst mit abnehmender HLA-Expression der
unterschiedliche  KIR-Phanotyp der NK-Zellen Einfluss auf deren
antileukamische Aktivitat nahm.

NK-Klone ohne Expression einer der drei KIRs bzw. Expression eines KIR ohne
entsprechenden HLA-Liganden zeigten dabei wie beschrieben die starkste
antileukdmische Aktivitdt. Solche NK-Populationen wurden nicht nur im
Rahmen der Klonierung in vitro beobachtet, sondern auch in der Entwicklung
und Reifung von NK-Zellen aus ihren hamatopoetischen Vorlauferzellen in vivo
(45). Unter anderem konnte gezeigt werden, dass nach Transplantation von
hochangereicherten CD34" Zellen, NK-Zellen aus Progenitoren heranreifen, die
wahrend den ersten drei Monaten nach und nach ein spezifisches KIR-
Expressionsmuster erwerben (81). In dieser Phase des Rezeptorenerwerbes
nach allogener SZT exprimieren Subpopulationen von NK-Zellen keine KIRs
und kénnten sich aufgrund dessen gegenuber kindlichen B-ALL Blasten - wie
bei NK-Klonen gesunder Spender in dieser Arbeit beobachtet - alloreaktiv

verhalten.
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In Untersuchungen der letzten Jahre wurden solche NK-Populationen, die keine
KIRs exprimierten, allerdings auch als funktionell unreif bzw. inaktiv
beschrieben (115-117). Auch Cooley et al verweist in einer aktuellen Studie an
gesunden Spendern auf eine NK-Subpopulation, welche weder inhibitorische
KIRs noch NKG2A exprimieren. Diese NK-Zellen ohne inhibitorische
Rezeptoren fir die autologe HLA-Klasse | verhielten sich ebenfalls funktionell
unreif mit niedriger zytotoxischer Aktivitat und I[FN-y Produktion (118).
Andererseits konnte nachgewiesen werden, dass der Zustand der funktionellen
Inaktivitdt bei diesen NK-Zellen nicht permanent ist, sondern durch die
Interaktion mit proinflammatorischen Zytokinen beeinflusst werden kann
(116;119;120).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich NK-Zellen mit
fehlenden inhibitorischen KIRs in der allogenen Situation funktionell aktiv
verhalten kdénnen und sich im Vergleich zu NK-Zellen mit KIRs, die einen
korrelierenden HLA-Liganden auf den Targetzellen binden kdnnen, als die
potenteren Effektoren auszeichneten. Dementsprechend lieB sich auch
nachweisen, dass NK-Klone mit Expression mehrerer KIRs, die einen Liganden
binden konnten, signifikant starker inhibiert wurden als NK-Klone, die nur einen
KIR exprimierten, welcher eine spezifische Bindung zu einem Liganden auf der
Targetzelle eingehen konnte (p = 0.004, ungepaarter T-Test).

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass eine antileukdmische Aktivitat
nach allogener Transplantation durchaus mit den vom Spender abstammenden
NK-Zellen korrelieren, die einen KIR-Ph&notyp ohne entsprechenden HLA-
Liganden aufweisen, da diese NK-Zellen nicht durch die HLA-Umgebung des
Empféangers inhibiert werden.

Dies gewinnt Bedeutung bei der Auswahl eines Spenders flr eine SZT bzw.
beim Einsatz von NK-Zellen als adoptive Immuntherapie. Von Vorteil wére ein
Spender, der die Bedingungen erflllt, welche die Entwicklung solcher
alloreaktiver NK-Zellen im Empféangerorganismus begunstigen.

Allerdings muss wie erwahnt berlcksichtigt werden, dass die ausgetesteten
NK-Klone in der Phase der Kultivierung und Expansion mit hohen

Konzentrationen von IL-2 und auch IL-15 stimuliert wurden und sich somit
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anders verhalten kénnten, als NK-Zellen in vivo. Weiterhin ist festzustellen,
dass das Konzept der Alloreaktivitat auf Grundlage der drei wichtigsten KIRs
gegenuber padiatrischen B-ALL Blasten den komplexen Mechanismus der NK-
Zell-Lyse und Alloreaktivitat stark vereinfacht und andere wesentliche
Einflussfaktoren nicht berlcksichtigt werden.

In den vergangenen Jahren wurde eine groBe Zahl an aktivierenden und
inhibitorischen Rezeptoren, Adhasionsmolekillen und Liganden identifiziert, die
Einfluss auf das Verhalten der NK-Zellen nehmen. In dieser Arbeit als KIR
negativ oder KIR einfach positiv deklarierte NK-Klone exprimieren durchaus
weitere Rezeptoren, welche die lytische Aktivitdt dieser Zellen regulieren,
ebenso wie aktivierende Isoformen der KIRs, welche bei den Untersuchungen
zunachst nicht bericksichtigt wurden. Hier ist mdglicherweise ein Grund zu
sehen flr die groBe Streubreite der lytischen Aktivitdt der NK-Populationen mit
identischem KIR-Phanotyp. Weiterfhrende Untersuchungen an NK-Klonen
auch von Patientenspendern sind nétig, um NK-Zell-abhdngige ebenso wie
Targetzell-abhangige  Einflussfaktoren auf die  NK-Alloreaktivitat zu

identifizieren.

Zusammenfassend ergeben sich durch die Untersuchungen dieser Arbeit
zusatzliche Erkenntnisse hinsichtlich der potentiellen GvL-Aktivitat allogener
NK-Zellen gegeniiber padiatrischen B-ALL Blasten. Im Gegensatz zu den
Beobachtungen von Ruggeri et al, die bei adulten Patienten mit ALL auf
klonaler Ebene keine NK-Aktivitdt und auch keine klinische Relevanz des NK-
Systems fanden, konnte gezeigt werden, dass verschiedene NK-Klone
durchaus in der Lage waren, Pra-B-ALL Blasten effektiv zu lysieren und dass
eine verminderte Expression inhibitorischer KIRs bzw. die Expression von KIRs
ohne entsprechenden Ligand auf den Targetzellen die zytotoxische Aktivitat der
NK-Zellen beeinflussen. Die Analyse der unterschiedlichen KIR-Expression der
NK-Klone korrelierte mit deren lytischer Aktivitdt gegenldber den Leukamie-
blasten und war unter Berlcksichtigung der HLA-Klasse I|-Expression der
Targetzellen von pradiktiver Bedeutung.
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5.6 Good Killer und Bad Killer

Die Bindung von NK-Zellen an Targetzellen erfolgt mittels Adhasionsmolekilen
(CAMs), welche eine Voraussetzung fir deren Lyse darstellen und Uber die
Bindung auch stimulatorische Signale zur Aktivierung der Effektorzellen liefern
(121). Nach Adhasion der Targetzelle wird die NK-Aktivitdt durch ein
Zusammenspiel an Signalen von verschiedenen aktivierenden, costimula-
torischen und inhibitorischen Rezeptoren reguliert (55).

Die Untersuchung der NK-Alloreaktivitdt gegentiber den Referenzzelllinien und
den verschiedenen kindlichen Pra-B-ALL Blasten erfolgte auf Grundlage des
KIR-Ligand-Mismatch Konzepts von Velardi et al, welches aber durch die starke
Vereinfachung des komplexen Regulationsmechanismus der NK-Aktivitat keine
ausreichende Erklarung fir das z.T. unterschiedliche Verhalten der NK-Zellen
lieferte.

Durch ein erweitertes durchflusszytometrisches Screening sollte der Frage
nachgegangen werden, was ,Goodkiller-Klone von ,Badkiller*-Klonen
unterscheidet, um so weitere Effektoren-bezogene Einflussfaktoren auf die NK-
Aktivitat gegentber B-ALL Blasten zu identifizieren.

Dabei zeigten sich bezlglich der Expression der untersuchten Adh&sions-
molekile und aktivierender, sowie costimulierender Rezeptoren keine
signifikanten Unterschiede. Nur beim KIR-Phanotyp war wiederum eine
Korrelation zu beobachten zwischen mehrfacher Expression von KIRs und
schlechter Aktivitat (Bad Killer), sowie Expression nur eines oder gar keines KIR
und guter Aktivitat (Good Killer).

Uber die Bedeutung und den Einfluss von Adhasionsmolekiilen, sowie
costimulatorischer Molekile und aktivierender Rezeptoren wurde bereits in den
vergangenen Jahren kontrovers diskutiert und verschiedene Studien kamen
z.T. zu heterogenen Ergebnissen, was u.a. dadurch erklarbar ist, dass fir
unterschiedliche Targetzellen verschiedene Signale eine wichtige Bedeutung
fir die NK-Suszeptibilitdt haben. Von Pfeiffer wurde wie bereits erwahnt auf die
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dominante Rolle der HLA-Klasse |-Expression bzgl. der NK-Suszeptibilitat bei
Pra-B-ALL Blasten hingewiesen (114) und Romanski et al machte durch
Untersuchungen mit der NK-Zellline NK-92 die Beobachtung, dass bei der
Resistenz von ALL Blasten gegentber NK-Zellen ein Zusammenhang mit der
verminderten Expression von Liganden fir aktivierende NCRs besteht (111).
Zuletzt wurde die ,Missing-self* Hypothese (46) als Grundlage der NK-Aktivitat
deshalb dahingehend modifiziert, dass NK-Zellen solche Zellen angreifen, bei
denen die Expression von HLA-Klasse |-Molekilen vermindert ist oder die
vermehrt Liganden fir aktivierende NK-Rezeptoren exprimieren (55).

Bei der vorliegenden Untersuchung ist einschrdnkend zu sagen, dass der
Einfluss der untersuchten Molekule nicht direkt z.B. durch Blockade mit einem
Antikdrper untersucht wurde, sondern lediglich, ob eine Korrelation zwischen
der spezifischen Lysierbarkeit der Blasten durch NK-Klone und die durchfluss-
zytometrisch bestimmte Expression verschiedener Molekille auf den Effektoren
vorliegt. Targetzellbezogene Faktoren und auch aktivierende Isoformen der
KIRs auf den NK-Zellen wurden nicht berlcksichtigt.

Es konnte aber durch dieses erweiterte Screening auf klonaler Ebene belegt
werden, dass die Expression von KIRs und die KIR-Ligand-Inkompatibilitat bei
der kindlichen Pra-B-ALL Relevanz besitzt und wesentlichen Einfluss auf die

Alloreaktivitat von NK-Zellen gegentber leukdmischen Blasten nimmit.

5.7 Steigerung der NK-Zell-Zytotoxizitat

Die Inkubation der Targetzellen mit dem monoklonalen Antikérper W6/32 fuhrte
ebenso wie bei Inkubation mit einem chimaren anti-CD19 Antikérper mit
humanem Fc-Anteil zu einer Steigerung der antileukdmischen Aktivitat, selbst
bei NK-Klonen, die bei initialer Austestung keine effektive Targetzelllyse

zeigten.
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Waéhrend der Einsatz des Antikérpers W6/32 zu einer Maskierung der HLA-
Klasse I-Molekule auf der Targetzelle fihrt und somit keine Inhibierung der NK-
Zellen durch KIRs erfolgen kann, wurde durch den Einsatz des anti-CD19
Antikérpers der Einfluss der ADCC auf die NK-Aktivitat getestet.

Verantwortlich fir den Mechanismus der ADCC ist der niedrigaffine Fc-
Rezeptor FcyRIll (CD16) der NK-Zellen, welcher mit einem entsprechenden
Antikdrper beladene Targetzellen binden und zu einer Lyse fUhren kann, auch
bei einer eventuell vorhanden KIR-Hemmung durch HLA-Expression.

Dabei zeigte sich in den durchgefihrten Untersuchungen, dass der
humanisierte chimare CD19-Antikérper dem Maus-anti-human CD19 Antikérper
tberlegen war und héhere Targetzelllysen auch gegeniber B-ALL Blasten mit
hoher HLA-Expression und damit geringer NK-Suszeptibilitdt ermoglichte.

Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit weiteren Forschungsergebnissen
der TUbinger Arbeitsgruppe in den letzten Jahren, bei denen verschiedene anti-
CD19 und anti-CD20 Antikérper in vitro gegentber Blasten von Leukamien der
B-Zelllinie ausgetestet wurden und sich dabei der humanisierte CD19
Antikérper gegentiber verschiedenen anti-CD19 und anti-CD20 Antikérpern aus
Maushybridomen als deutlich Gberlegen herausstellte (122). Durch den Einsatz
dieses Antikérpers kann unter Ausnutzung der ADCC die Lyse von
leukédmischen Blasten effektiv gesteigert werden und auch tber HLA-Klasse |-
Molekile vermittelte Einflisse inhibitorischer Rezeptoren Gberwunden werden.
Die Verwendung des humanisierten CD19 Antikérpers kénnte somit in
Kombination mit NK-Zell-Gabe und Zytokinstimulation eine Méglichkeit der
Immuntherapie bei Leukdmien der B-Zell-Reihe darstellen und unmittelbar nach
Transplantation als Baustein fir die Behandlung einer ,Minimal residual
disease“ (MRD) und somit zur Verringerung des Risikos eines Rezidivs
eingesetzt werden. Weiterfihrende Studien sind diesbezlglich nétig, um den
Einfluss und die Rolle der ADCC als Therapieoption bei lymphatischen

Leukamien im Kindesalter in vivo zu evaluieren.
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5.8 Perspektiven fir die klinische Anwendung von
alloreaktiven NK-Zellen

Infektionen, das Auftreten eines Rezidivs, TransplantatabstoBung, sowie die
Ausbildung einer GvHD sind weiterhin ernst zu nehmende Komplikationen einer
allogenen Stammzelltransplantation. Bei der kindlichen ALL stellt das Rezidiv
eine Haupttodesursache dar. Daher wird nach Mdglichkeiten der adoptiven
Immuntherapie bei SZT geforscht, welche eine Pravention bzw. Therapie dieser
Komplikationen bieten.

Auf T-Zellen basierende Donor leukocyte infusions (DLI) stellen bei HLA-nicht-
identischen Spendern ein massives und auBerst schlecht kalkulierbares GvHD-
Risiko dar (5;123). Zudem erwies sich ihr Nutzen bei lymphatischen Leukamien
als begrenzt.

Eine Alternative besteht in der Infusion von aufgereinigten Spender NK-Zellen.
Im Gegensatz zu T-Zellen verursachen NK-Zellen keine GvHD, sondern fihren
Uber die Eliminierung antigenprasentierender Zellen beim Empfanger sogar zu
einer Verringerung des GvHD-Risikos (79;124).

Untersuchungen von Leung et al am Mausmodell zeigten, dass aufgereinigte
Spender NK-Zellen, die zur adoptiven Immuntherapie eingesetzt wurden,
ausgepragte proliferative sowie antileukdmische Eigenschaften besafBBen ohne
dabei aber eine GvHD zu verursachen (8). Ebenso konnte Miller et al bei AML
Patienten beobachten, dass sich NK-Zellen haploidenter Spender erfolgreich
transferieren lieBen und es sowohl zu einer in vivo Expansion der NK-Zellen,
als auch zu einem positiven Effekt bzgl. der Remissionsrate unter den Patienten
kam (9).

In dieser Arbeit konnte auf klonaler Ebene gezeigt werden, dass sich auch
gegentber kindlichen Pra-B-ALL Blasten NK-Zellen mit hoher spezifischer
Aktivitat identifizieren und in vitro expandieren lassen. Dabei zeichneten sich
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v.a. NK-Klone mit KIR negativem oder KIR-Ligand inkompatiblem Phanotyp als
potente Effektoren aus. Solche NK-Populationen kbénnten als adoptive
Immuntherapie zu einem frilhen Zeitpunkt nach einer Stammzelltransplantation
dienen oder aber auch im Rahmen von Konditionierungsprotokollen eingesetzt
werden, um den GvL Effekt und das Engraftment der Stammzellen zu

unterstltzen, sowie einer T-Zell vermittelten GvHD vorzubeugen (125;126).
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6 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren gewann das NK-Zell-System im Rahmen der
allogenen SZT zunehmend an Bedeutung. Bei der akuten myeloischen
Leukamie (AML) konnte zunachst gezeigt werden, dass NK-Alloreaktivitat im
Sinne eines Killerzell-limmunoglobulin-Rezeptor(KIR)-Ligand Mismatch zu einer
deutlichen Verminderung der Rezidivrate nach haploidenter SZT fiihrte. Ein
vergleichbarer vorteilhafter Effekt konnte dagegen bei Ilymphatischen
Leukadmien im Erwachsenenalter nicht beobachtet werden (78;79). Dies wurde
damit begrindet, dass ALL Blasten keine empfindlichen Targets fir NK-Zellen
darstellen. Allerdings geben neue experimentelle und klinische Untersuchungen
Hinweise auf antileukdmische Aktivitdt (GvL) von NK-Zellen gegentber
padiatrischen B-ALL Blasten (8;81).

Diese Arbeit verfolgte das Ziel, auf klonaler Ebene Populationen von NK-Zellen
zu identifizieren, die sich gegeniber Pra-B-ALL Blasten (der haufigsten
malignen Erkrankung im Kindesalter und der Adoleszenz) alloreaktiv verhalten
und hinsichtlich relevanter Einflussfaktoren auf die antileukamische Aktivitat zu
untersuchen.

Zunachst wurde ein Protokoll zur effizienten Klonierung und Expansion von NK-
Zellen aus Blut von gesunden Spendern sowie padiatrischen ALL-Patienten
nach allogener SZT etabliert. Das indirekte NK-Anreicherungsverfahren der
CD3-Depletion mit MACS-Microbeads erbrachte dabei eine bis zu 7,6-fache
Steigerung der Klonausbeute im Vergleich zur Zwei-Stufen-NK-Anreicherung.

In der Zellkultur wurde unter Stimulation mit PHA, den Zytokinen IL-2 und IL-15,
sowie durch Einsatz von bestrahlten allogenen PMNC als Feederzellen in
einem Zeitraum von 30 Tagen eine Expansion bis iiber das 4x10°-fache
erreicht.

Dies erlaubte die immunphanotypische Charakterisierung sowie funktionelle
Untersuchung einer groBen Anzahl von NK-Klonen gesunder Spender und
Patienten nach SZT.
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Auf der Grundlage des Konzepts der NK-Alloreaktivitat von Velardi et al
(78;127) wurden Spender ausgewahlt, die entweder der HLA-Cw3 oder HLA-
Cw4 Gruppe angehérten. Alle Spender trugen Allele der HLA-Bw4 Gruppe.
Durchflusszytometrisch wurden die relevanten KIRs CD158a, CD158b und
CD158e bestimmt. Dabei zeigte sich, dass bei allen Spendern ganz
tberwiegend derjenige KIR auf den NK-Klonen exprimiert wurde, der jeweils
den eigenen HLA-Typ erkennt und davon gehemmt wird.

Zur Evaluierung des Mismatch Konzepts wurden NK-Klone zunachst gegen
HLA-Cw transfizierte LCL 721.221, sowie gegen von Velardi et al zur Verfligung
gestellte Referenzzelllinien (B-LCL missing Cw3, missing Cw4, missing Bw4)
ausgetestet. Wahrend es bei Verwendung der Transfektanten zu heterogenen
Ergebnissen kam, konnte bei den B-LCL missing HLA-Cw Zelllinien ein HLA-
spezifisches Killing nachgewiesen werden (p = <0.0001).

Dies lie3 sich wiederum bei den Versuchen gegenilber kryokonservierten Pra-
B-ALL Blasten nicht beobachten. Die Aktivitat der NK-Klone war unabhé&ngig
von ihrem Spender HLA-Typ und auch das alloreaktive Verhaltensmuster
gegenlber den Referenzzelllinien besaB keinen pradiktiven Wert fir die
Zyotoxizitat gegenlber den Blasten.

Es konnte aber auf klonaler Ebene belegt werden, dass sowohl bei gesunden
Spendern, als auch bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation NK-
Zellen existierten, welche die kindlichen Pra-B-ALL Blasten effektiv lysierten.

In den durchgefihrten Versuchen wurde eine Korrelation der unterschiedlichen
antileukamischen NK-Aktivitat mit dem KIR-Expressionsmuster der Klone
aufgezeigt. NK-Klone mit hoher zytotoxischer Aktivitdt waren hauptsachlich
dadurch gekennzeichnet, dass sie entweder keinen der drei KIRs exprimierten
oder nur einen KIR, welcher den HLA-Liganden der Targetzelle nicht binden
konnte. Entsprechend zeigte sich bei NK-Klonen mit Expression von einem
oder mehreren KIRs mit korrespondierendem HLA-Ligand auf den Targets eine
zunehmende Inhibition der antileukdmischen Aktivitat.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass der Einfluss des KIR-Ph&anotyps auf
das alloreaktive Verhalten der NK-Zellen mit dem AusmaB der Expression von

HLA-Klasse I|-Molekllen auf den Targetzellen in Zusammenhang steht.
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Verminderte HLA-Klasse I-Level der Pra-B-ALL Blasten flihrten zu einer
erhdhten NK-Suszeptibilitdt und zu einem gréBeren Einfluss der unter-
schiedlichen KIR-Expressionsmuster auf die NK-Aktivitat.

SchlieBlich wurde ein erweitertes durchflusszytometrisches Screening von NK-
Klonen mit sehr hoher und sehr niedriger Aktivitdt durchgefihrt, um den
Einfluss von Adhdsionsmolekilen, aktivierenden und costimulatorischen, sowie
weiteren inhibitorischen Rezeptoren zu untersuchen. Zwischen beiden Gruppen
waren keine wesentlichen Unterschiede festzustellen, was den vor-
herrschenden Einfluss der KIR-Expression auf die Lyse der Pra-B-ALL Blasten

unterstutzte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen auf klonaler Ebene das Vorkommen
antileukdmischer NK-Zellen gegenuber kindlichen Pra-B-ALL Blasten und
weisen darauf hin, dass das KIR-Expressionsmuster Einfluss auf deren lytische
Aktivitat nimmt und eine Vorhersage fir alloreaktives Verhalten ermdglicht.

Dies ist von Bedeutung fir das weitere Verstdndnis der NK-Zell vermittelten
Graft versus Leukemia (GvL) Reaktion bei allogener SZT von Kindern mit B-Zell
Leukamien, ebenso wie fir den alternativen Einsatz von alloreaktiven NK-Zellen

im Rahmen einer adoptiven Immuntherapie.
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8.1 HLA-Genotypen der Spender und Pra-B-ALL Blasten

GESUNDE HLA-B KORRESPOND- HLA-C KORRESPOND-
SPENDER ALLELE IERENDER KIR ALLELE IERENDER KIR
Spender 1 B05 B63 CD 158e Cw3 Cw8 CD 158b
Spender 2 B47 CD 158e Cw4 Cw5 CD 158a
Spender 3 B62 B18 CD 158e Cw3 Cw7 CD 158b
Cw0401
Spender 4 B35 B51 CD 158e Cwi510 CD 158a
Cw0302
Spender 5 B07 B58 CD 158e Cw0702 CD 158b
Spender 6 B51 B62 CD 158e Cw4 CD 158a
Cw0304
Spender 7 B44 CD 158e Cw0702 CD 158b
SPENDER
PosT SZT
Spender 8 B40 B57 CD 158e nicht
getestet
CD 158a
Spender 9 B18 B44 CD 158e Cw4 Cw7 cD 158b
PRA-B-ALL
BLASTEN
. Cw0304
Patient 1 B40 B51 CD 158e Cw1402 CD 158b
Patient 2 B08 B62 Cw3 Cw7 CD 158b
Patient 3 B51 B55 CD 158e Cw3 Cwi14  CD 158b
. Cw0304 CD 158a
Patient 4 B41 B15 Cw1701 cD 158b
. Cwi1 CD 158a
Patient 5 B56 B57 CD 158e Cw0602 cD 158D
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Antibody-Dependent Cell-Mediated

ADCC

Cytotoxicity
APCs Antigen Presenting Cells
CAM Cellular Adhesion Molecule
CTLs Cytotoxic T-Lymphocytes
EBV Ebstein-Barr-Virus
FACS Flourescence-Activated Cell Sorting
FCS Fetal Calf Serum
GvHD Graft versus Host Disease
GvL Graft versus Leukemia
HLA Human Leucocyte Antigen
IgSF Immunoglobulin Superfamily
IL-2; IL-15 Interleukin 2; Interleukin 15
KAR Killer Cell Activating Receptor
KIR Killer Cell Inhibitory Receptor
KIR Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor
MACS Magnetic Activated Cell Sorting
MNC Mononuklear Cells
MRD Minimal Residual Disease
NK-Klon Naturlicher Killerzell-Klon
NK-Zellen Naturliche Killerzellen
PHA-M Phytohemagglutinin-M
PMNC Peripheral Mononuclear Cells
SD Standard Deviation
SZT Stammzelltransplantation
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