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1. Zusammenfassung 

 

Die Charakterisierung aktivierender und inhibitorischer NK-Zellrezeptoren, die Identifizie-

rung ihrer Liganden sowie die Untersuchung ihrer Funktion bei der Regulation der NK-

Zell-Aktivierung waren und sind immer noch wichtige Themen der NK-Zell-Forschung. 

NK-Zellen werden funktionell u.a. von Vertretern der Killerzell-Immunglobulin-ähnlichen 

Rezeptor-Familie (KIRs) kontrolliert, welche sowohl inhibitorische (iKIRs) als auch 

aktivierende (aKIRs) Mitglieder umfasst. Genetische Assoziationsstudien weisen darauf 

hin, dass zur optimalen Behandlung von Patienten mit Leukämie bei der 

Hämatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) solche Spender gewählt werden 

sollten, welche neben iKIRs auch aKIRs exprimieren. Allerdings finden sich auch 

gegenteilige Daten zur Irrelevanz oder gar nachteiliger aKIR-Expression.  

Mittels komplexer Methodik aus KIR-Q-PCR, „double fluorescence“-FACS- und viSNE-

Analysen, sollte die aKIR-Expression sowie Funktionalität einzelner alloreaktiver aKIR-

positiver NK-Zell-Subsets in Haplotyp A und B Spender charakterisiert werden. Nur 

Haplotyp B Spender besitzen neben iKIRs auch aKIRs. Ergebnisse in der vorliegenden 

Arbeit zeigen, dass das alloreaktive KIR2DS1+-NK-Zell-Subset HLA-C1/C2 heterozygo-

ter Spender in Bezug auf C2-exprimierende L721.221*cw0602-Targetzellen hoch reaktiv, 

aber quantitativ sehr klein ist und daher nicht signifikant zur Gesamtzytotoxizität beiträgt. 

Somit lässt sich keine direkte Verbindung zwischen Haplotyp-Status und NK-Zell-

Zytotoxizität HLA-C1/C2 heterozygoter Spender erkennen. Diese Daten sind mit der 

Hypothese vereinbar, dass der vorteilhafte Ausgang von HSZTs mit Haplotyp B 

Spendern möglicherweise nicht durch einen direkten KIR2DS1-vermittelten Graft-versus-

Leukämie-Effekt entsteht, sondern eventuell ein indirektes Resultat aus einem 

Kopplungs-Ungleichgewicht anderer KIRs oder der Reduzierung von Rezidiv-freier 

Mortalität (NRM, non-relapse mortality) ist. Ferner ließe sich die reduzierte NRM durch 

eine alloreaktive aKIR-vermittelte Prävention von Graft-versus-Host-Erkrankung, 

Abstoßungsreaktionen und durch den Schutz vor Virusinfektionen erklären. 
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2. Summary 

 

Characterizing activating and inhibitory receptors expressed on NK cells, identifying their 

ligands, and the exploration of their roles in regulating NK cell activation are important 

subjects of both past and current research. NK cells are functionally controlled by the 

killer immunoglobulin-like receptor (KIR) family that comprises inhibitory (iKIR) and 

activating (aKIR) members. Genetic association studies suggest that donors expressing 

not only iKIRs but also aKIRs will be superior donors in the setting of hematopoietic stem 

cell transplantation (HSCT) of patients with leukemia. However, contrary evidence states 

that aKIR expression may be irrelevant or even detrimental.  

Using a complex methodology incorporating KIR-Q-PCR, double fluorescence and 

viSNE analysis, aKIR expression including subset distribution patterns and functionality 

in haplotype A donors which lack aKIRs, and haplotype B donors that express a variety 

of B-specific genes should be characterized. Substantial findings in the present work 

demonstrate that the alloreactive KIR2DS1+ NK cell subset in HLA-C1/C2 donors is 

highly responsive towards C2-expressing targets but quantitatively small and as such 

does not significantly contribute to cytotoxicity. Thus, it was not possible to find a direct 

link between haplotype allocation status and NK cell cytotoxicity, at least in HLA-C1/C2 

heterozygous donors. The data are compatible with the hypothesis that the beneficial 

outcome of HSCTs performed with haplotype B donors might not be a direct result of 

KIR2DS1-mediated Graft-versus-Leukemia effects but rather an indirect result of the 

linkage disequilibrium to other KIRs or of a reduction in non-relapse mortality due to 

alloreactive aKIR-mediated prevention of Graft-versus-Host-Disease, graft-rejection and 

protection against virus infections.  

 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/subjects.html
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3. Einleitung 

 

3.1 Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) als Brücke zwischen angeborener 

und adaptiver Immunität 

 
Neben T- und B-Zellen, welche durch ihre klonale Expression eines schier unendlichen 

Rezeptor-Repertoires das adaptive Immunsystem charakterisieren, gelten die erstmals 

1975 beschriebenen Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) als wichtige dritte Untergruppe 

der Lymphozyten. Durch ihre Vielzahl an keimbahnkodierten aktivierenden und 

inhibitorischen Rezeptoren werden NK-Zellen jedoch klassischerweise als Effektoren im 

angeborenen Immunsystem eingeordnet. NK-Zellen sind große granuläre Zellen, 

entwickeln sich aus hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und machen 

schließlich ca. 5-15% der peripheren Lymphozyten im Blut aus (Herberman et al., 1975; 

Kiessling et al., 1975; Trinchieri, 1989; Caligiuri, 2008). Ihre Fähigkeit der schnellen, 

direkten und antigenunabhängigen Zytotoxizität sowie der Unterscheidung von 

gesunden körpereigenen und gestressten bzw. geschädigten Zellen (u.a. Tumorzellen 

und virusinfizierten Zellen) zeichnet sie als Mediatoren der frühen Abwehr aus (Mark J 

Smyth et al., 2002; S.-H. Lee et al., 2007). NK-Zellen töten infizierte oder transformierte 

Zellen ab, indem sie zytolytische Granula freisetzen, welche Perforin und Granzyme 

enthalten oder über die Bindung an Apoptose-induzierenden Rezeptoren (Krzewski und 

Coligan, 2012). Darüber hinaus teilen NK-Zellen mit zytotoxischen T-Zellen viele 

Merkmale in ihrer Entwicklung und Morphologie, aber vor allem Merkmale im Zielzell-

Lysierungs- bzw. Killing-Mechanismus, welcher u.a. vermittelt wird durch die Produktion 

von Interferon-γ (IFN-γ) und einer Bandbreite an pro-inflammatorischen Zytokinen sowie 

Chemokinen. Sie steuern somit maßgeblich den adaptiven Immunreaktionen bei (L. 

Moretta et al., 1993; Warren und Smyth, 1999; Colucci et al., 2003; Stetson et al., 2003; 

Vivier et al., 2008). Lange galten NK-Zellen als kurzlebig, wobei neuere Erkenntnisse 

langlebigen NK-Zellpopulationen ein antigenspezifisches immunologisches Gedächtnis 

zusprechen, was eindeutig eine charakteristische Eigenschaft des adaptiven Immunsys-

tems darstellt (O'Leary et al., 2006; Sun et al., 2009). Durch die Merkmale der angebo-

renen sowie adaptiven Immunität sind NK-Zellen neben der sofortigen Lyse von 

Zielzellen als zentrale Regulatoren im Wechselspiel mit u.a. dendritischen Zellen (DCs) 

und Neutrophilen somit auch in der Lage, auf die Reaktionen nachfolgender antigenspe-

zifischer T- und B-Zellen Einfluss zu nehmen und schließlich Immunreaktionen zu 

fördern oder zu hemmen (A. Moretta, 2002; Wehner et al., 2011; Jaeger et al., 2012).  
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3.2 NK-Zellentwicklung und Subpopulationen 

 
NK-Zellen sind üblicherweise durch die Abwesenheit von CD3 (typischer T-Zellmarker) 

und der Anwesenheit von CD56, einer 140 kDa großen Isoform des neuralen Zelladhä-

sionsmoleküls (N-CAM) und CD16 charakterisiert (Ritz et al., 1988; Lanier et al., 1989). 

Speziesübergreifend wird der natürliche Zytotoxizitätsrezeptor (natural cytotoxicity 

receptor, NCR) NKp46 (NCR1) zusätzlich als NK-Zellmarker eingesetzt (Sivori et al., 

1997). Im peripheren Blut finden sich zwei funktionell unterschiedliche NK-

Zellpopulationen (sog. NK-Zell-Subsets), welche auch mengenmäßig unterschiedlich 

vertreten sind: CD56dim CD16+, also Zellen mit niedriger CD56-Expression und 

gleichzeitiger CD16-Expression, stellen ca. 90% der im Blut zirkulierenden Zellen dar, 

wohingegen NK-Zellen mit hoher Expression von CD56 aber keiner von CD16, den 

CD56bright CD16- -NK-Zellen, überwiegend in Lymphknoten zu finden sind (Lanier et al., 

1986; Cooper et al., 2001; Jacobs et al., 2001; Fehniger et al., 2003). Während 

CD56dim CD16+ -NK-Zellen zytotoxisch sind und sowohl Perforin als auch IFN-γ 

produzieren, fehlt CD56bright CD16- -NK-Zellen Perforin, produzieren aber nach Stimulati-

on mit Interleukin (IL) -12, -15 und -18 Zytokine wie IFN-γ (Cooper et al., 2001; Anfossi 

et al., 2006). Zusätzlich exprimieren letztere konstitutiv den  Hochaffinitäts-Rezeptor für 

IL-2, wodurch sie infolge einer IL-2-Stimulation stärker als CD56dim-NK-Zellen proliferie-

ren und annähernd die gleiche Zytotoxizität besitzen (Fehniger et al., 2003). Darüber 

hinaus entfalten CD56dim -NK-Zellen im Vergleich zu CD56bright-NK-Zellen aufgrund der 

CD16-Expression eine gesteigerte antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität 

(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) (Nagler et al., 1989). Man geht 

davon aus, dass CD56bright -NK-Zellen weniger reif sind als die NK-Zellen des CD56dim -

Subsets und die Aktivierung von CD56bright -NK-Zellen aus sekundären lymphatischen 

Geweben (secondary lymphoid tissue, SLT) in einer erhöhten Expression von NK-

Zellrezeptoren (Abb. 1) wie u.a. KIR2DL1 (CD158a) ähnlich dem des charakteristischen 

CD56dim -NK-Zell-Subsets resultiert (Lanier et al., 1986; Ferlazzo et al., 2004).   

 

NK-Zellen entstammen wie alle Lymphozyten aus hämatopoetischen CD34+-

Stammzellen (hematopoietic stem cell, HSC), wobei der/die Orte ihrer Reifung (im 

Knochenmark und/oder Thymus) sowie der Reifungsprozess im Einzelnen noch nicht 

vollständig geklärt sind (Shibuya et al., 1993; Miller et al., 1994; Galy et al., 1995; 

Colucci et al., 2003). So ließen sich CD56bright -NK-Zellen beispielsweise aus Lymphkno-

ten und sekundären lymphatischen Geweben isolieren wohingegen CD56dim-NK-Zellen 

zahlreicher in Knochenmark, Blut und Milz zu finden waren (Fehniger et al., 2003). Die 

Differenzierung der NK-Zellen ist verbunden mit der festgelegten und geordneten 
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Präsentation von NK-Zellrezeptoren, wobei CD161, NKp44 und CD171 (c-Kit oder 

Stammzellfaktor-Rezeptor) auf unreifen NK-Zellen (immature NK-cells, iNK) zu finden ist 

(Abb. 1). Mit fortschreitender Differenzierung zu reifen, zytotoxischen NK-Zellen (mature 

NK-cells, mNK), zu denen CD56bright- und CD56dim-NK-Zellen gehören, sinkt die 

Expression von CD117; dafür erscheinen die Rezeptoren NKp46, CD94/NKG2A und 

NKG2D auf der Zelloberfläche (siehe auch 3.3.2.1). NKG2C, KIRs, und CD16 kommen 

erst relativ spät in der Entwicklung CD56-positiver NK-Zellen hinzu (Cooper et al., 2001; 

Freud und Caligiuri, 2006; Grzywacz et al., 2006; Caligiuri, 2008; Montaldo et al., 2013). 

 

 

 

 
 

 
 

3.3 Rezeptorvermittelte Effektorfunktion von NK-Zellen 

3.3.1 NK-Zell-Aktivierung 

 

Da NK-Zellen zur schnellen und effizienten Zelllyse fähig sind, bedarf ihre Aktivierung 

zum Schutz gesunder Zellen einer strengen Regulation. Zur Unterscheidung von 

malignen oder infizierten Zielzellen und gesunden Zellen, hängt die NK-Zell-Aktivierung 

maßgeblich von einer Balance aus aktivierenden und inhibitorischen Signalen ab, 

welche durch eine Vielzahl an Rezeptoren auf ihrer Zelloberfläche geliefert werden 

(Abb. 2). Zwei Hypothesen zur NK-Zell-Aktivierung sind zum einen die „missing-self“- 

und zum anderen die „induced-self“-Theorie. Laut „missing-self“-Hypothese (Abb. 2b) 

lysieren NK-Zellen solche Zielzellen am besten, die eine reduzierte oder keine 

Leukozyten-Antigen-Moleküle Klasse I (Human Leukocyte Antigen, HLA) des auf 

Chromosom 6 kodierten Haupthistokompatibilitätskomplexes (major histocompatibility 

complex, MHC) auf ihrer Oberfläche exprimieren (Harel-Bellan et al., 1986; Karre et al., 

1986; Ljunggren und Karre, 1990). HLA-Klasse-I-Moleküle sind hochpolymorph und 

Abbildung 1: Die Entwicklungsstadien von Natürlichen Killerzellen. NK-Zellvorläufer (von 

pro- zu prä-) entwickeln sich über unreife NK-Zellen (immature NK-cells, iNK) zu reifen 

zytotoxischen CD56
bright

- und CD56
dim

-NK-Zellen (mature NK-cells, mNK), welche zytotoxische 

Granula (hier rot dargestellt) besitzen. Modifiziert nach Caligiuri, 2008. 
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werden von allen kernhaltigen, gesunden Zellen exprimiert; aufgrund einer Regulation 

über inhibierende Rezeptoren erkennt die NK-Zelle diese als „körpereigen“ und verhält 

sich ihr gegenüber tolerant; die NK-Zell-Aktivität ist gehemmt (Abb. 2a). Die Aktivität der 

NK-Zelle wird zusätzlich bestimmt durch aktivierende NK-Zellrezeptoren (Lanier et al., 

1997; A. Moretta et al., 2001; Bottino et al., 2006). Die „induced-self“-Theorie (Abb. 2c) 

beschreibt dabei die Erkennung stressinduzierter Liganden, welche bedingt durch 

maligne Zellveränderungen oder viralem Übergriff exprimiert werden; aktivierende 

Signale „überwiegen“ die inhibitorischen Signale; die Effektorfunktion der NK-Zelle ist 

aktiviert (Bauer et al., 1999; Raulet und Guerra, 2009). Nichtsdestotrotz scheint nach 

dem heutigen Verständnis der Übergang einer ruhenden NK-Zelle in ihren aktiven 

Zustand durch ein breites Netzwerk aus aktivierenden und inhibitorischen Rezeptoren 

vermittelt zu werden. Die Zusammenführung der von diesen Rezeptoren weitergeleiteten 

aktivierenden und inhibierenden Signalen bestimmt letztlich, ob die NK-Zelle zytotoxisch 

wird oder nicht (Chester et al., 2015).  

 Der erste Mechanismus der Zytotoxizität basiert auf die kalziumabhängige 

granuläre Exozytose (Degranulation) nach Bildung einer immunologischen Synapse (IS) 

infolge der Adhäsion von NK- und Targetzelle (Konjugatbildung) (Orange, 2008). NK-

Zellen beinhalten zytoplasmatische Granula ähnlich sekretorischer Lysosome, die 

lytische Proteine wie Perforin, Granulysin und Granzyme enthalten (Clark und Griffiths, 

2003; Clayberger und Krensky, 2003). Perforin perforiert die Zellmembran der Ziel- oder 

Targetzelle, während Granzyme als Mitglieder der Serinproteasen-Familie zusammen 

mit Granulysin den gerichteten Zelltod (Apoptose) triggern (M. J. Smyth und Trapani, 

1995; Lieberman, 2003; Thiery et al., 2011; Lopez et al., 2013). Im Gegensatz zu T-

Zellen sind NK-Zellen in der Lage, Perforin und Granzyme konstitutiv zu exprimieren und 

zu speichern (Trapani, 2001; Voskoboinik et al., 2015). Nach der rezeptorvermittelten 

NK-Zell-Aktivierung erfolgt eine rasche Polarisierung der Zelle samt zytotoxischen 

Granula und die Positionierung des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (microtubule 

organizing center, MTOC) in Richtung der Synapse bzw. der Zielzelle (Mentlik et al., 

2010). Die Membran der Granula fusioniert mit der Plasmamembran, externalisiert und 

gibt den zytotoxischen Inhalt (Granulysin und Granzyme) der Granula frei, wodurch die 

Apoptose der Zielzelle ausgelöst wird (Pardo et al., 2009; Afonina et al., 2010). Der 

Vorgang der Degranulation kann über die Expression von CD107a, einem lysosomalen 

Membranglykoprotein-1 (LAMP-1), welches umgehend nach der Exozytose auf der NK-

Zelloberfläche erscheint, nachgewiesen werden. CD107a ist mit Perforin in den 

sekretorischen Lysosomen kolokalisiert und gelangt bei der Fusion der Granula mit der 

Zellmembran an die NK-Zelloberfläche und wird später wieder internalisiert (Bryceson et 

al., 2005). 
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Wie eingangs erwähnt, tragen NK-Zellen infolge ihrer Aktivierung durch die Produktion 

vieler Chemokine und pro-inflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise Interferon-γ 

(IFNγ), Tumornekrosefaktor (TNF), Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender 

Faktor (GM-CSF) Interleukin-6 (IL-6) und den CC-Chemokin-Liganden 3-5 (CCL3, CCL4 

und CCL5) adaptiven Immunreaktionen bei, da die Sekretion dieser Zytokine weitere 

Immunzellen zum Entzündungsherd rekrutiert und die Aktivierung und Proliferation 

dieser Zellen induziert (Cooper et al., 2001; Bruserud und Kittang, 2010; Vivier et al., 

2011).  

 Ein weiterer Killing-Mechanismus, welcher über Granula vermittelt wird, stellt die 

sogenannte antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity, ADCC) dar (Abb. 2d). ADCC wurde initial als Freisetzung von 

Perforin und Granzymen durch NK-Zellen in Folge der Ligation ihres Fc-Rezeptors CD16 

(FcγRIIIA) an Immunglobulin-G-(IgG)-präsentierenden Zielzellen beschrieben (Perussia 

et al., 1984). Vielmehr gilt ADCC als mehrstufiger Prozess, welcher ein Netzwerk 

koordinierender Immunzellen und adaptive Immunreaktion umfasst (Rajasekaran et al., 

2015). Dieser Mechanismus der Zytotoxizität spielt zudem eine wichtige Rolle in der 

Vermittlung von Antitumor-Effekten vieler monoklonale Antikörper (mAb) basierender 

Therapien, welche sich diese als Behandlungsstandard sowohl für hämatologische als 

auch solide Tumore zu Nutzen macht (Kohrt et al., 2012).  

Ein Perforin-unabhängiger Mechanismus von NK-Zellen ist die Lyse infolge einer 

Apoptose-induzierenden Ligation an sogenannte Todesrezeptoren (death receptors) auf 

Targetzelloberflächen (Wallin et al., 2003). Der zytotoxische Signalweg ist auf die 

Rezeptorexpression von Mitgliedern der TNF-Superfamilie angewiesen. Fas (CD95) und 

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) sind hierbei die beiden primären TNF-

Rezeptoren (Zamai et al., 1998). Während Fas von einer Vielzahl von Geweben 

exprimiert wird, ist die Expression seines Liganden FasL (CD95L) auf aktivierte NK-

Zellen und zytotoxischen T-Zellen beschränkt (M. J. Smyth et al., 2005). Die Bindung 

von Fas an FasL bzw. TRAIL-Rezeptor R1 (DR4) oder R2 (DR5) an TRAIL führt u.a. 

durch proapoptotische Signale zur Aktivierung von Caspasen, einer Familie von 

Proteasen, wodurch die Zielzelle schließlich in die Apoptose getrieben wird (Kerr et al., 

1972; Itoh und Nagata, 1993; Nagata und Golstein, 1995; MacFarlane et al., 1997; M. J. 

Smyth et al., 2005).  
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3.3.2 NK-Zellen und der Lernprozess zur Selbsttoleranz 

 
Die Fähigkeit zur Zellerkennung wird NK-Zellen u.a. durch die Expression unterschiedli-

cher Familien MHC-Klasse-I-bindender inhibierender bzw. stimulatorischer Rezeptoren 

ermöglicht (Tab. 1). Dabei ist wichtig zu erwähnen, dass NK-Zellen in der Regel eine 

kleine, zufällige Auswahl dieser Rezeptoren (etwa drei bis fünf) exprimieren; es 

entstehen NK-Zellsubpopulationen mit unterschiedlichem Rezeptorrepertoire und 

unterschiedlicher MHC-Klasse-I-Spezifität (Manser et al., 2015). So exprimieren manche 

Abbildung 2: Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) in ihrer Effektorfunktion. Die Balance aus 

inhibitorischen und aktivierenden Signalen bestimmt, ob sich eine NK-Zelle ruhend oder 

zytotoxisch gegenüber Zielzellen verhält. a) Toleranz. Anhand der Bindung inhibitorischer 

Rezeptoren an ihre Liganden werden aktivierende Signale abgeschwächt; NK-Zellen verhalten 

sich tolerant gegenüber körpereigenen/gesunden Zellen. b) Fehlende Selbsterkennung. 

Tumor-zellen können die Expression ihrer Haupthistokompatibilitätskomplex-Klasse I-Moleküle 

(major histocompatibility complex, MHC) herunterregulieren und werden von NK-Zellen direkt 

oder indirekt über die Freisetzung lytischer Granula lysiert. c) Stressinduzierte Selbsterken-

nung. Die stressbedingte Überexpression von aktivierenden Liganden führt zur Überstimmung 

inhibitorischer Signale und letztlich zur NK-Zell-Aktivierung. d) Antikörperabhängige 

zellvermittelte Zytotoxizität (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC). 

Tumorantigen-spezifische Antikörper binden CD16 und rufen dadurch die antikörperabhängige 

NK-Zell-vermittelte Zytotoxizität hervor. Modifiziert nach Vivier et al., 2012; M. G. Morvan und 

Lanier, 2016. 
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NK-Zellen aktivierende Rezeptoren für Selbst-Liganden aber keine inhibitorischen 

Rezeptoren für eigene MHC-Klasse-I-Moleküle (Valiante et al., 1997; Kubota et al., 

1999; Raulet et al., 2001; Parham, 2005). Ähnlich zu B- und T-Zellen besitzen NK-Zellen 

einen ausgefeilten Mechanismus, in welchem sie ihre funktionale Kompetenz erwerben 

und sich an ihre Umgebung anpassen bzw. mögliche Autoreaktivität gegenüber 

körpereigenen gesunden Zellen abwenden. Dieser Mechanismus, bei welchem NK-

Zellen eine Selbsttoleranz erwerben, wird als „Education“ bezeichnet (S. Kim et al., 

2005; Anfossi et al., 2006; Raulet und Vance, 2006).  

 Mit der „missing-self“-Hypothese wurde auch das „at least one“-Model aufgestellt, 

bei welchem angenommen wird, dass NK-Zellen mindestens einen inhibitorischen 

Rezeptor spezifisch für Selbst-MHC-Klasse-I-Moleküle exprimieren müssen, um eine 

Autoreaktivität beispielsweise gegenüber MHC-Klasse-I-defizienten Erythrozyten oder 

Neuronen mit sehr geringer MHC-Klasse-I-Oberflächenpräsentation zu verhindern 

(Raulet et al., 1997). Diese Hypothese mit Ursprung aus Maus-Experimenten wurde 

durch Beobachtungen mit humanen NK-Zellklonen unterstützt (Valiante et al., 1997). 

Allerdings war ebenfalls bekannt, dass NK-Zellen aus MHC-Klasse-I-defizienter Herkunft 

ungeachtet fehlender Liganden für inhibitorische Rezeptoren nicht autoreaktiv waren 

(Hoglund et al., 1991). Zudem konnten sowohl in der Maus als auch im Menschen 

Populationen von NK-Zellen identifiziert werden, welche keine „eigen-spezifischen“ 

inhibitorischen Rezeptoren aufweisen und es somit noch einen weiteren Mechanismus 

zur Unterbindung von NK-Zell-Autoreaktivität bedingt durch fehlende inhibitorische 

Signale geben musste. Diese NK-Zellen waren nicht autoreaktiv, jedoch auch nicht 

vollständig funktionell, sondern verhielten sich mit verminderter Reaktivität, also 

hyporesponsiv (Raulet et al., 2001; Fernandez et al., 2005; S. Kim et al., 2005; Anfossi 

et al., 2006). 

 Ursprünglich gelten zwei Mechanismen, wie NK-Zellen zur Selbsttoleranz 

„erzogen“ werden: Im „arming“ („Bewaffnung“) oder „licensing“ („Lizenzierung“) Model 

sollen NK-Zellen standardmäßig unreif und inaktiv sein und ihre vollständige Funktiona-

lität erst nach Bindung bzw. Signalisierung durch einen inhibitorischen Rezeptor 

erlangen (Raulet und Vance, 2006; Yokoyama und Kim, 2006). Im „disarming“ 

(„Entwaffnung“) Model hingegen, wären NK-Zellen standardmäßig aktiv jedoch 

hyporesponsiv oder anergisch durch die Bindung verschiedener endogener Liganden an 

aktivierende Rezeptoren. Diese NK-Zellen können nur ihre Funktionalität aufrechterhal-

ten, wenn inhibitorische Rezeptoren dieser stetigen Stimulation entgegenwirken (Raulet 

und Vance, 2006).  

 Während inhibitorische Rezeptoren in beiden Modellen entgegengesetzte 

Funktionen zugeschrieben würden, wäre das Ergebnis zumindest dasselbe: Nur NK-
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Zellen mit einem inhibitorischen Rezeptor für Selbst-MHC-Klasse-I-Moleküle erlangen 

eine vollständige Funktionalität. Zudem folgt die NK-Zell-Education keinem Alles-oder-

Nichts-Prinzip und ist quantitativ beeinflussbar: Je stärker die inhibitorische Wechselwir-

kung, desto stärker reagiert die NK-Zelle auf die Aktivierung von Rezeptorsignalen. Das 

„rheostat“ („Regler“) Model ergänzt die Modelle „arming“ und „disarming“ und beschreibt 

die Education von NK-Zellen somit weniger als An-Aus-Zustand, sondern vielmehr als 

dynamischen Prozess; NK-Zellen mit beispielsweise drei Rezeptoren für MHC-Klasse-I-

Moleküle auf der Oberfläche besitzen eine zwei- bis dreifach höhere Aktivität als NK-

Zellen mit nur einem Rezeptor (Brodin et al., 2009; Joncker et al., 2009).  

 Der genaue funktionelle Mechanismus, wie NK-Zellen letztlich die Selbsttoleranz 

erlernen, bleibt aktuell noch unklar. Aktuelle Studien hingegen zeigen zumindest, dass 

die Education nicht endgültig zu sein scheint: Veränderungen in aktivierten/funktionellen 

und hyporeaktiven NK-Zellen sind jeweils reversibel, was darauf hindeutet, dass es eine 

Umformbarkeit im Prozess der Education gibt. Wohingegen zuvor funktionell inkompe-

tente (uneducatete) NK-Zellen nach Transfer in einer MHC-I-suffizienten Umgebung 

funktionelle Kompetenz erlangten, verhielten sich zuvor funktionell kompetente 

(educatete) NK-Zellen in einem MHC-I-defizienten Umgebung hyporesponsiv (Elliott et 

al., 2010; Joncker et al., 2010). Eine „re-education“ („Umerziehung“) von reifen NK-

Zellen ist sogar beobachtet worden, bei welchem nicht-kompetente (non-educated) NK-

Zellen binnen weniger Tage die Expression funktionaler inhibitorischer Rezeptoren nach 

Stimulation mit proinflammatorischer Zytokine erwarben und letztlich einen kompetenten 

(educated) Phänotyp zeigten (Juelke et al., 2009). Beobachtungen von hämato-

poetischen Stammzelltransplantationen weisen jedoch darauf hin, dass die Education 

von Spender-NK-Zellen selbst in einer fremden MHC-Klasse-I-Umgebung des Empfän-

gers bestehen bleibt (Haas et al., 2011). 

Eine Tatsache, die den ganzen Prozess der Selbsttoleranz noch komplexer wir-

ken lässt, zeigen Daten aus der Maus; hier interagieren inhibitorische Rezeptoren (Ly49) 

mit MHC-Klasse-I-Liganden nicht nur in trans (Rezeptor und Ligand werden auf 

verschiedenen Zellen exprimiert), sondern auch in cis, also auf derselben NK-Zelle (Held 

und Mariuzza, 2008). Für einige inhibitorische Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass 

die Ligandenbindung in cis zu ihrer Education beiträgt (Chalifour et al., 2009; Bessoles et 

al., 2013). Andere Studien hingegen beobachteten lediglich nach der Interaktion in trans 

eine erfolgreiche NK-Zell-Education (Ebihara et al., 2013). Darüber hinaus unterstützt 

der Umstand, dass NK-Zellen ihre Reaktivität durch Veränderungen ihrer MHC-Klasse-I-

Umgebung anpassen können, die Relevanz der Interaktionen in trans für die „re-

education“ (Elliott et al., 2010; Joncker et al., 2010). 
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Es stellt sich die Frage, wieso hyporeaktive NK-Zellen anders als beispielsweise 

autoreaktive T-Zellen nicht einfach entfernt werden? Es zeigte sich, das funktionell 

nichtkompetente NK-Zellen unter bestimmten Umständen (wie beispielsweise einer 

akuten Virusinfektion) für den Organismus von Vorteil sind; diese NK-Zellen waren unter 

Einfluss proinflammatorischer Zytokine sogar effektiver als funktionell kompetente 

(educated) NK-Zellen (Orr et al., 2010). Ein weiteres Beispiel liefern Daten nach der 

Behandlung von Neuroblastom-Patienten mit einem anti-CD2-Antikörper; hier zeigten 

nichtkompetente NK-Zellen sogar eine verstärkte ADCC (Tarek et al., 2012). Unter 

bestimmten Umständen geben nichtkompetente (non-educated) NK-Zellen durch das 

Fehlen einer Inhibition scheinbar die besseren Effektorzellen ab. 

 Obwohl die genauen molekularen Mechanismen zur Hyporeaktivität von 

funktionell nichtkompetenten NK-Zellen nicht vollständig bekannt sind, fällt die unter-

schiedliche Organisation der Rezeptoren in der Zellmembran von kompetenten und 

nichtkompetenten NK-Zellen auf. Bei NK-Zellen nach Education sind aktivierende 

Rezeptoren in Nanodomänen lokalisiert, während die Rezeptoren hyporeaktiver Zellen 

ohne Education in einer Aktin-Netzwerk-Struktur miteinander verbunden zu sein 

scheinen (Guia et al., 2011). Dazu passen auch Beobachtungen, dass das Auslösen von 

aktivierenden Rezeptoren in funktionell kompetenten NK-Zellen in einer erfolgreichen 

Aktivierung des Adhäsionsmoleküls LFA-1 (Lymphozytenfunktion-assoziierte Antigen-1) 

via Umstülpung („inside-out signaling“) resultiert; dies fördert somit die Adhäsion 

funktionell kompetenter NK-Zellen an Targetzellen (Konjugatbildung) (Thomas et al., 

2013).  

 

3.3.2.1 NK-Zellrezeptoren 

 
Wie eingangs erwähnt (siehe 3.3.1), hängt die NK-Zell-Aktivierung von einem dynami-

schen Gleichgewicht aus positiven und negativen Signalisierungsereignissen ab, welche 

nach Zellkontakt durch aktivierende und inhibitorische Rezeptoren auf der NK-

Zelloberfläche vermittelt werden (Billadeau und Leibson, 2002; Vivier et al., 2004; Zompi 

und Colucci, 2005; Bryceson et al., 2006a; Pegram et al., 2011). Die inhibierenden und 

aktivierenden Rezeptor-Gene der NK-Zellen (Tab. 1) sind zum größten Teil innerhalb 

zweier Cluster organisiert: dem Leukozyten-Rezeptor-Komplex (leukocyte receptor 

complex, LRC) auf Chromosom 19q13.4 und dem Natürlichen-Killerzell-Komplex (natural 

killer cell complex, NKC) auf Chromosom 12p13.1. Die Gene im LRC kodieren für 

Rezeptoren der Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie, während die des NKC zur C-Typ-

Lektin-Rezeptorfamilie gehören (Kelley et al., 2005).  
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Tabelle 1: Überblick über die gängigsten NK-Zellrezeptoren und ihre Liganden. Aktivie-

rungs-induziertes C-Typ Lektin (AICL); HLA-B-assoziiertes Transkript 3 (BAT-3); DNAX-

assoziiertes Molekül 1 (DNAM-1); Hämagglutinin (HA); humanes Leukozytenantigen (HLA); 

Heparin- und Heparansulfate (HS); Immunglobulin G (IgG); Killerzell-Immunglobulin-ähnlicher 

Rezeptor (KIR); Killerzell-Lectin-ähnlicher Rezeptor G-1 (KLRG-1); Leukozyten-Immunglobulin-

ähnlicher Rezeptor, Subfamilie B, Mitglied 1 (LILRB1); Lymphozytenfunktion-assoziierte 

Antigen-3 (LFA-3); MHC-Klasse-I-verwandte Polypeptidsequenz (MIC); Natürlicher Zytotoxizitäts-

rezeptor (NCR); Natürliche Killerzellgruppe 2 (NKG2); Natürliches Killerzellprotein (NKp); 

Poliovirus-Rezeptor (PVR); UL16-Bindeprotein (ULBP). Modifiziert nach Raulet und Vance, 2006; 

Pegram et al., 2011. 

Rezeptor inhibitorisch aktivierend Liganden 

2B4 (CD244) X X CD48 

CD2  X LFA-3 (CD58) 

DNAM-1 (CD226)  X PVR (CD112, CD155) 

FcγRIIIA (CD16)  X Fc-Domäne von IgG-Antikörper 

KIR X X MHC-Klasse-I (HLA-A/-B/-C) 

KLRG-1 X  Cadherine 

LILRB1 X  MHC-Klasse-I, HLA-G, UL18 

C
D

9
4
/ 

N
K

G
2
 NKG2A X  

HLA-E NKG2C  X 

NKG2E  X 

NKG2D  X ULBP1-6, MICA, MICB 

N
C

R
s

 NKp30  X B7-H6, BAT-3, virales HA, HS 

NKp44  X virales HA, HS, NKp44-L  

NKp46  X virales HA, HS 

NKp80  X AICL 
 

Diese Rezeptoren spielen ebenso eine entscheidende Rolle bei dem Prozess zur 

Selbsttoleranz (siehe 3.3.2). Eine wichtige und große MHC-Klasse-I-Molekül-bindende 

Rezeptorgruppe stellen im Menschen die Killerzell-Immunglobulin-ähnlichen Rezeptoren 

(KIRs) dar (näher beschrieben in Abschnitt 3.4). KIRs entstammen einer multigeneti-

schen Familie polymorpher Gene, die sowohl inhibitorische als auch aktivierende 

Rezeptoren kodieren (Campbell und Purdy, 2011). Anders als KIRs sind die Vertreter 

der CD94/NKG2-Rezeptorfamilie (NKG2A, NKG2C und NKG2E) invariant und erkennen 

das nicht-polymorphe MHC-Klasse-I Leukozytenantigen-E (HLA-E). In dieser Familie 

formt der CD94-Rezeptor Disulfid-gekoppelte Heterodimere mit dem inhibitorischen 

NKG2A- oder mit den aktivierenden NKG2C- bzw. NKG2E-Rezeptoren (Lazetic et al., 

1996; Braud et al., 1998; N. Lee et al., 1998; Wada et al., 2004). Die inhibitorischen KIRs 

bzw. NKG2A verhindern durch ihre Bindung an MHC-Klasse-I-Moleküle (beispielsweise 

auf gesunden Zellen) die NK-Zell-Aktivierung und somit ihre Lyse.    

 Darüber hinaus besitzen NK-Zellen zahlreiche Rezeptoren, mit derer - allein oder 

in Kombination - ihre Effektorfunktionen ausgelöst werden können (Vivier et al., 2011). 

NKG2D, die natürlichen Zytotoxizitätsrezeptoren (NCRs), DNAM-1 (CD266) und der Fc-
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Rezeptor (FcγRIIIA, CD16) zählen zu den bestcharakterisierten aktivierenden NK-

Zellrezeptoren, welche an den Immunantworten gegen maligne Tumore beteiligt sind. 

Neben NK-Zellen exprimieren auch CD8+-T-Zellen und γδ-T-Zellen den NKG2D-

Rezeptor (Bauer et al., 1999). NKG2D ist ein C-Typ-Lektin-Transmembran-Homodimer 

und bindet an die MHC-Klasse-I-verwandte Polypeptid-sequenz A und B (MICA und 

MICB), und den UL16-Bindeproteinen 1-6 (ULBP1-ULBP6) (Lanier, 2015). Diese 

NKG2D-Liganden (NKG2D-L) werden üblicherweise nicht auf gesunden Geweben 

präsentiert, können aber von schnell-proliferierenden, infizierten, transformierten und 

Tumorzellen exprimiert werden. Dabei ist die Regulation der NKG2D-Ls sehr komplex 

und beteiligt transkriptionelle, translationale und posttranslationale Kontrollen (Raulet et 

al., 2013).           

 Zu den NCRs zählen die Immunglobulin-ähnlichen Rezeptoren NKp30, NKp44, 

NKp46 und das homodimere C-Typ-Lektin-ähnliche NKp80 (Koch et al., 2013; Kruse et 

al., 2014). Während NKp30 und NKp46 von allen NK-Zellen exprimiert werden, wird 

NKp44 ausschließlich von aktivierten NK-Zellen präsentiert (Raulet und Guerra, 2009; 

Hudspeth et al., 2013). Eine verringerte Expression von NKp30, NKp44 und NKp46 

korreliert mit einer sinkenden zytotoxischen NK-Zellaktivität (A. Moretta et al., 2001). 

NKp80 wird ähnlich zu NKp30 und NKp46 nahezu von allen frisch-isolierten NK-Zellen 

exprimiert; eine antikörpervermittelte Verlinkung mit NKp80 resultiert in der Induktion der 

zytotoxischen Aktivität (Vitale et al., 2001). NCRs interagieren mit einer großen 

Bandbreite an Liganden bakteriellen, parasitären, viralen oder zellulären Ursprungs, 

wobei viele Aspekte noch unklar sind (Kruse et al., 2014). Trotz ihrer strukturellen 

Unterschiede binden NKp30, NKp44 und NKp46 dieselben viralen Strukturen, beispiels-

weise virale Hämagglutinine (HA) und unterschiedliche Heparin- und Heparansulfate 

(HS) (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001; Bloushtain et al., 2004; Hershkovitz et 

al., 2008; Hecht et al., 2009; Jarahian et al., 2011). Letztere finden sich auf allen 

tierischen Zellen, wobei Gewebe- und auch Tumorzellen diese Strukturen in unterschied-

lichen Mustern exprimieren. Weitere Liganden von NKp30 sind Nuklearfaktor HLA-B-

assoziiertes Transkript 3 (BAT-3), welches von Tumorzellen freigesetzt werden kann und 

dem Transmembranprotein B7-H6 (Pogge von Strandmann et al., 2007; Brandt et al., 

2009). Der Ligand von NKp44 (NKp44-L) wird zum einen von verschiedenen Tumorzell-

linien, aber zum anderen auch von Zellen nach einer Virusinfektion exprimiert (Vieillard 

et al., 2005; Baychelier et al., 2013). Als Ligand von NKp80 konnte bisher aktivierungs-

induziertes-C-Typ-Lektin (activation-induced C-type lectin, AICL), welches auf Tumorzell-

linien hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Ursprungs exprimiert wird, 

identifiziert werden (Vitale et al., 2001; Welte et al., 2006).    
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Der aktivierende Rezeptor CD2 ist ein Transmembranprotein, welches neben NK-Zellen 

auch auf der Oberfläche von T-Lymphozyten vorkommt. Sein Hauptligand ist 

Lymphozytenfunktion-assoziierte Antigen-3 (LFA-3, CD58); einem Molekül, welches 

sowohl auf vielen hämatopoetischen, aber auch nicht-hämatopoetischen Geweben 

vorkommt (Dustin et al., 1987; Davis und van der Merwe, 1996). 

 Ein weiterer sehr gut charakterisierter aktivierender Rezeptor ist 2B4 (CD244); 

ein Mitglied aus der SLAM-Rezeptorfamilie (signaling lymphocytic activation molecule, 

SLAM). Der 2B4-Rezeptor ist auf allen NK-Zellen präsent und bindet an CD48, einem 

Liganden, welcher seinerseits von allen hämatopoetischen Zellen exprimiert wird (Garni-

Wagner et al., 1993; Brown et al., 1998; Latchman et al., 1998; Veillette, 2010). Da 2B4 

sowohl aktivierende als auch inhibitorische Eigenschaften durch die Rekrutierung von 

Adaptorproteinen aufweist, wird er als möglicher multifunktionaler Rezeptor beschrieben 

(Garni-Wagner et al., 1993; McNerney et al., 2005). Darüber hinaus schien der 

zytotoxische Effekt nach 2B4-Ligation mit Beteiligung von DNAM-1 (CD226) signifikant 

erhöht zu sein (Bryceson et al., 2006). DNAM-1 ist ein Glykoprotein und wird von den 

meisten NK-Zellen exprimiert. Die Liganden dieses kostimulatorischen, aktivierenden 

Rezeptors sind CD112 und CD155, zwei Proteine aus der Nektinfamilie, die auch als 

Poliovirus-Rezeptoren (PVRs) bezeichnet werden (Bottino et al., 2003; de Andrade et 

al., 2014). CD112 und CD115 werden dabei von einer Vielzahl solider und 

hämatologischer Tumore exprimiert (Tahara-Hanaoka et al., 2006).  

 Leukozyten-Immunglobulin-ähnliche Rezeptoren (z.B. Leukozyten-Immun-

globulin-ähnlicher Rezeptor Subfamilie B, Mitglied 1; LILRB1) sind inhibitorische 

Rezeptoren, welche wie KIRs zur Immunglobulin-Superfamilie gehören und an MHC-

Klasse-I-Moleküle binden (Cosman et al., 1997). Ein spezifischer LILR bindet UL18 

(humanes zytomegalovirus-kodierendes Protein) im Vergleich zu MHC-Klasse-I-

Moleküle mit weit größerer Affinität (Chapman et al., 1999). Ein weiterer Vertreter der 

inhibitorischen Rezeptoren ist der Killerzellen-Lektin-ähnliche Rezeptor G-1 (KLRG-1), 

der an Cadherine bindet, welche sowohl von gesunden als auch soliden Geweben 

exprimiert werden und eine schützende Rolle durch die Lyse-Prävention gesunder 

Gewebe einzunehmen scheint (Ito et al., 2006).      
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3.3.2.2 Die Signalübertragung in NK-Zellen 

 
Ausgenommen von CD16, sind andere aktivierende Rezeptoren wie beispielsweise 

NKG2D und NKp46 nicht in der Lage, eine NK-Zell-Aktivierung selbstständig auszulö-

sen. Die Aktivierung von NK-Zellen durch aktivierende Rezeptoren benötigt eine 

Komplementierung mit anderen Rezeptoren, um synergetische aktivierende Signale zu 

erzielen, wobei auch nicht alle Rezeptorkombinationen in einer synergetischen 

Aktivierung resultieren. Dies wird am Beispiel von NKp46 deutlich: nur in Kombination 

mit Signalen von einem der Rezeptoren wie 2B4, DNAM-1, NKG2D oder CD2, induziert 

NKp46 die NK-Zelldegranulation- sie gelten somit als kostimulatorische Rezeptoren. Die 

Vorrausetzung einer synergetischen Kombination aktivierender Rezeptoren stellt man 

sich als eine Art Absicherung vor, bei welcher eine uneingeschränkte NK-Zell-

Aktivierung verhindert werden soll (Bryceson et al., 2006a).  

 

Als dominante aktivierende Rezeptoren gelten solche, welche mit Immunrezeptor-

Tyrosin-enthaltende-Aktivierungsmotiven (immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif, ITAM) assoziierenden Adaptermolekülen verknüpft sind. Nach der Phosphorylie-

rung eines der Tyrosine werden Kinasen (Syk oder ZAP70) rekrutiert, was eine 

Signalkaskade auslöst, die letztlich in der Degranulation und der Transkription von 

Zytokin- und Chemokingenen resultiert (Tomasello et al., 2000). Die Aktivierung infolge 

von NCR-Bindung wird beispielsweise durch die Assoziation mit Adaptermolekülen 

vermittelt; NKp30- und NKp46 sind mit FcεRIγ und CD3ζ, NKp44 wohingegen mit dem 

Signalisierungsadapter DAP12 assoziiert (Pessino et al., 1998; Cantoni et al., 1999; 

Pende et al., 1999). FcεRIγ und CD3ζ bilden Homo- und Heterodimere, welche mit CD16 

assoziieren. DAP12 trägt ein einzelnes ITAM und bildet Homodimere (Lanier et al., 

1998). Der NKG2D-Rezeptor hingegen nutzt einen alternativen Signalisierungsmecha-

nismus, welcher mit DAP12 oder DAP10 assoziiert wird. DAP-10 führt schließlich über 

eine Phosphatidylinositol-3-Kinase zu anderen Signalwegen (Lanier et al., 1998; Wu et 

al., 1999; L. Moretta und Moretta, 2004). Ein weiterer Signalweg in NK-Zellen resultiert 

aus der Stimulation des 2B4-Rezeptors. Das zytoplasmatische Ende dieses Rezeptors 

trägt vier Immunrezeptor-Tyrosin-enthaltende-Schaltermotive (immunoreceptor tyrosine-

based switch motif, ITSM), welche die Adapterproteine SAP (SLAM-assoziiertes 

Adapterprotein) oder ERT (EAT-2-related transducer) rekrutieren. Während die 

Rekrutierung von SAP zur NK-Zell-Aktivierung führt, inhibiert die Rekrutierung von ERT 

die NK-Zellfunktion (Garni-Wagner et al., 1993; Veillette, 2006).  
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Eine negative Kontrolle der NK-Zell-Aktivierung erfolgt an mehreren Stufen und nicht nur 

durch die Inhibition MHC-Klasse-I-erkennender Rezeptoren. Inhibitorische Signale 

blockieren die Aktivierung zeitnah, oberhalb durch LFA-1 und oberhalb Aktin-abhängiger 

Signale, welche zur Rekrutierung und Phosphorylierung von aktivierenden Rezeptoren 

notwendig sind. So werden die meisten nachgeschalteten Signale von Beginn an 

blockiert, anstelle später wieder abgeschaltet werden zu müssen (Long, 2008; 

Abeyweera et al., 2011). Die Signalweiterleitung inhibitorischer Rezeptoren erfolgt 

intrazellulär über Immunrezeptor-Tyrosin-enthaltende-inhibierende Motive (immuno-

receptor tyrosine-based inhibitory motifs, ITIMs) am zytoplasmatischen Ende der 

Rezeptoren. Die Mehrheit der inhibitorischen Rezeptoren, welche ITIMs tragen, 

rekrutieren nach der Phosphorylierung eines Tyrosins durch eine Kinase aus der Src-

Familie die Tyrosin-Phosphatasen SHP-1 oder SHP-2 (Burshtyn et al., 1996; Tomasello 

et al., 2000). SHP-1 und SHP-2 unterdrücken schließlich die Dephosphorylierung der 

Proteinsubstrate von Tyrosinkinasen, welche mit aktivierenden Rezeptoren verbunden 

sind. Indem sie in unmittelbarer Nähe zu aktivierenden Rezeptoren agieren, führen diese 

Phosphatasen -wenn auch vorübergehend und nur lokal- letztlich dazu, dass NK-Zellen 

weder degranulieren, Zytokine produzieren oder proliferieren. Da die ITIM-basierte 

Inhibition über Signale aktivierender Rezeptoren dominiert, geht man mittlerweile davon 

aus, dass sich die NK-Zellantwort nicht nur aus einer einfachen Balance aktivierender 

und inhibitorischer Signale zusammensetzt, sondern eine komplexe Einbindung und 

Hierarchie der Signale beinhaltet (Long, 2008).  

 

3.4 Killerzell-Immunglobulin-ähnliche Rezeptoren (KIRs) und ihre Liganden  

 
Killerzell-Immunglobulin-ähnliche Rezeptoren (KIRs) stellen als Mitglieder der Immun-

globulin-(Ig)-Superfamilie die größte und wichtigste Rezeptorgruppe dar, welche an der 

NK-Zell-vermittelten Erkennung von HLA-Klasse-I-Molekülen (HLA-A, HLA-B und HLA-C 

(Klasse Ia); sowie HLA-G (Klasse Ib)) beteiligt ist (A. M. Martin et al., 2000). Die KIR-

Genfamilie umfasst 15 Loci mit hoher Sequenzhomologie: KIR2DL1, KIR2DL2/L3, 

KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, 

KIR3DL1/S1, KIR3DL2, KIR3DL3 inklusive der beiden Pseudogene KIR2DP1 und 

KIR3DP1 (Marsh et al., 2003). Jedes KIR-Gen besitzt dabei eine Vielzahl von Allelen; 

momentan sind 753 KIR Allele bekannt (EMBL-EBI Immuno Polymorphism Database, 

Release 2.5.0; http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir), wobei manche KIR-Gene eine extreme Allel-

Variabilität zeigen (z.B. KIR3DL2 mit über 100 Allelen) und andere hoch konserviert zu 

sein scheinen, da nur wenige Allele existieren (z.B. KIR2DS3 mit 15 Allelen).  
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Die Genprodukte sind Typ-1-Transmembran-Glykoproteine, die von der Mehrheit von 

NK-Zellen und manchen T-Zell-Subsets auf der Oberfläche exprimiert werden. Anhand 

ihrer strukturellen und funktionellen Charakteristika unterscheidet man inhibitorische 

(iKIRs) und aktivierende (aKIRs) KIRs; worauf schließlich auch ihre Nomenklatur basiert. 

KIRs weisen entweder zwei (2D) oder drei (3D) extrazelluläre Ig-ähnliche Domänen (D0, 

D1 oder D2) auf und variieren in der Länge ihres zytoplasmatischen Endes, nämlich lang 

(long, L) oder kurz (short, S), welches letztlich (mit einigen Ausnahmen wie KIR2DL4) 

ihre Funktion bestimmt (Abb. 3, Tab. 2) (Marsh et al., 2003). Inhibitorische KIRs tragen 

eine oder zwei ITIMs an ihrem langen zytoplasmatischen Ende, welche infolge einer 

KIR-KIR-Liganden (KIR-KIRL)-Interaktion phosphoryliert werden und darauffolgend die 

Rekrutierung von Phosphatasen (SHP) schließlich eine Transduktion inhibitorischer 

Signale erlaubt. Rezeptoren mit einem kurzen zytoplasmatischen Ende besitzen keine 

ITIMs, allerdings tragen sie einen positiv geladenen Aminosäurerest (Lysin) in der 

Transmembrandomäne, welcher ihnen eine Assoziation mit aktivierenden Adapterprotei-

nen (DAP12) erlaubt, die ihrerseits ITAMs tragen (Colonna, 1997; Lanier et al., 1998). 

KIR2DL4 besitzt zwar ein ITIM in seinem langen zytoplasmatischen Ende, wodurch er 

schließlich der inhibitorischen KIR-Gruppe zugeordnet wurde, bindet allerdings auch an 

das aktivierende Motiv von FcεRI-γ und scheint somit ebenso in der Lage zu sein, 

aktivierende Signale zu übermitteln (Rajagopalan et al., 2001; Kikuchi-Maki et al., 2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

Abbildung 3: Strukturelle Unter-

schiede verschiedener KIRs.  

Inhibitorische (iKIRs) und aktivieren-

de (aKIRs) unterscheiden sich in ihrer 

Anzahl an extrazellulären Ig- 

Domänen (blau, D0, D1, D2) und in 

der Länge des zytoplasmatischen 

Endes (L für lang und S für kurz).  

Rezeptoren mit einem langen 

zytoplasmatischen Ende tragen ITIMs 

(gelb) und besitzen somit  eine 

inhibitorische Funktion. Die kurzen 

zytoplasmatischen KIRs und der 

langschwänzige KIR2DL4 sind 

aktivierende Rezeptoren, welche eine 

basische Aminosäure (+) besitzen, 

die mit der sauren (-) Aminosäure 

innerhalb der Transmembrandomäne 

der Adapterproteine DAP12 (grün) 

oder FcεRI-γ (blau) interagieren. 

Letztere tragen ITAMs (rot). 

Modifiziert nach Campbell und Purdy, 

2011. 
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3.4.1 KIR-Haplotypen 

 
Zusätzlich zum Allel-Polymorphismus gibt es eine starke Haplotyp-Variabilität bedingt 

durch die Anzahl der im LRC kodierten KIR-Gene. Grundsätzlich unterscheidet man 

aufgrund der Anzahl und Art der KIR-Gene zwei KIR-Haplotypen: KIR Haplotyp A 

(homozygoter (A/A) Genotyp) und B (B/x (heterozygoter (A/B) oder homozygoter (B/B) 

Genotyp)) (Uhrberg et al., 1997). Individuen des Haplotypen A besitzen (mit Ausnahme 

von KIR2DL4) außer KIR2DS4 keine stimulatorischen KIR-Gene. Interessanterweise hat 

man auch bei Haplotyp A-Individuen ermitteln können, welche Null-Varianten von 

KIR2DS4 und KIR2DL4 tragen, diese somit nicht auf der Zelloberfläche exprimieren und 

letztlich funktionell keinerlei aktivierende KIRs besitzen (Steffens et al., 1998; 

Rajagopalan et al., 2001). B-Haplotypen hingegen definieren sich durch die Anwesenheit 

von mindestens einem der folgender KIR-Gene: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, 

KIR2DS3, KIR2DS5 und KIR3DS1 (Abb. 4, Tab. 2). Allelische Assoziationsstudien der 

KIR-Loci zeigten, dass ein sog. Kopplungsungleichgewicht (Linkage disequilibrium, LD) 

zwischen einigen KIR-Genen vorherrscht: so werden KIR2DL2 und KIR2DS2 stets 

gemeinsam vererbt; KIR2DL5 kommt ebenfalls nur in Verbindung mit KIR2DS3 oder 

KIR2DS5 vor (Hsu et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Organisation des humanen KIR-Locus im LCR auf Chromosom 19q13.4. Der 

KIR Locus umfasst neben Pseudogene (grau) auch Gene, welche für inhibitorische (rot) als auch 

aktivierende (grün) Rezeptoren kodieren. KIR3DL3 und KIR3DL2 flankieren den Locus, welcher 

nochmals unterteilt werden kann in einen zentromerischen (KIR3DL3 bis KIR3DP1) und einen 

telomerischen Teil (KIR2DL4 bis KIR3DL2). Der Bereich zwischen KIR3DP1 und KIR2DL4 gilt 

als Stelle möglicher reziproker Rekombination, bei welchem durch die Neusortierung 

zentromerischer und telomerischer Gen-Motive neue Haplotypen entstehen können. Während 

die Gruppe der Haplotyp A-Individuen in ihren KIR-Genen nicht variieren (zeigen dafür eine 

umfangreiche Variabilität auf Allel-Ebene), zeigen Haplotyp B-Individuen durch die zusätzliche 

Anwesenheit stimulierender KIR-Gene (grün) erhebliche Variationen (jedoch einen moderaten 

Allel-Polymorphismus). Modifiziert nach Parham, 2005. 
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Die Variabilität des B-Haplotyps ist daher hauptsächlich auf die An- oder Abwesenheit 

der Gene und weniger auf Allel-Polymorphismus zurückzuführen, während innerhalb des 

A-Haplotyps eine große Allel-Variabilität herrscht. Dies ist mit der Tatsache konform, 

dass inhibitorische im Gegensatz zu den aktivierenden Genen sehr viel mehr Allele 

besitzen (Middleton und Gonzelez, 2010). Allen Haplotypen gemein ist das Vorkommen 

sogenannter Framework- oder Rahmen-Gene; KIR3DL3 und KIR3DL2 am 

zentromerischen und telomerischen Ende und KIR3DP1 sowie KIR2DL4 in der zentralen 

Region des KIR-Locus (Wilson et al., 2000). Immungenetische Analysen verschiedener 

ethischer Populationen unterscheiden sich maßgeblich in der Verteilung der Haplotypen. 

So gehört beispielsweise nur jeder Dritte der kaukasischen Bevölkerung zur Gruppe der 

A-Haplotypen (Parham, 2003). Es wird allgemein angenommen, dass Populationen mit 

höherem B-Haplotyp-Aufkommen einem stärkeren Selektionsdruck durch beispielsweise 

Infektionskrankheiten ausgesetzt sind (Middleton und Gonzelez, 2010).  

 Kombinationen aus KIR- und HLA-Klasse-I-Variationen beeinflussen Infektions-

resistenzen, die Anfälligkeit für Autoimmunkrankheiten, Schwangerschaftskomplikatio-

nen sowie den Ausgang nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT). 

Diese Korrelationen weisen womöglich darauf hin, dass das Zusammenspiel von KIR- 

und HLA-Klasse-I-Polymorphismus das menschliche Überleben im Hinblick auf 

epidemische Infektionen ermöglicht und sowohl die Reproduktion als auch das 

Bevölkerungswachstum beeinflusst hat (Parham, 2005). 

 

3.4.2 KIR-Liganden (KIRL) 

 
Die meisten KIRs interagieren mit spezifischen Allotypen von HLA-Klasse-I-Molekülen 

(Boyington und Sun, 2002; Carrington und Norman, 2003). Im Allgemeinen interagieren 

Rezeptoren der KIR3D-Gruppe mit HLA-A- und HLA-B-; KIR2D-Rezeptoren hingegen 

mit HLA-C-Molekülen. Letztere stellen die Haupt-MHC-Klasse-I-Liganden dar, welche 

die NK-Zellaktivität durch die Bindung inhibitorischer Rezeptoren mit zwei IgG-Domänen 

(KIR2D) beeinflusst (Tab. 2). Die Erkennung des HLA-C kann dabei auf zwei Epitope in 

dem Molekül -einem Dimorphismus an den Positionen 77 und 80 der α1 Helix der 

schweren Kette des MHC-Klasse-1- eingegrenzt werden. HLA-C-Liganden der Gruppe 1 

(C1) beinhalten allel-kodierte Moleküle mit einem Serin und Asparagin (Ser77 und 

Asn80), während die HLA-C-Liganden der 2. Gruppe (C2) von allel-kodierten Molekülen 

geprägt sind, welche an diesen Aminosäurepositionen ein Asparagin und ein Lysin 

(Asn77 und Lys80) aufweisen (Mandelboim et al., 1996). Die Epitope der 1. Gruppe 

binden spezifisch an KIR2DL2/2DL3; C2-Moleküle hingegen sind Liganden von KIR2DL1 
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(Colonna und Samaridis, 1995; Winter und Long, 1997). Daten aus jüngeren in vitro 

Studien weisen jedoch darauf hin, dass KIR2DL2/2DL3 ebenfalls eine schwache Affinität 

zu bestimmten HLA-C2-Epitopen (C*05:01, C*02:02, C*04:01) und HLA-B-Allotypen 

(HLA-B*46:01, B*73:01) besitzen (Moesta et al., 2008; David et al., 2013) und KIR2DL1 

eine breitere HLA-C-Liganden-Spezifität aufweist, als bisher angenommen (Chapel et 

al., 2017).  

 

Tabelle 2: KIR-Genprodukte und ihre HLA-Liganden. iKIRs mit inhibitorischer Funktion (rot 

unterlegt) binden dieselben HLA-Moleküle im Vergleich zu aKIRs mit stimulierender Funktion 

(grün unterlegt) in einer höheren Affinität. Die HLA-C-Allele als KIR-Liganden der Gruppe C1 und 

C2 sind am Tabellenende aufgeführt. Modifiziert nach Campbell und Purdy, 2011; Kusnierczyk, 

2013. 

 

Zudem herrscht eine Hierarchie in der Stärke der durch die Interaktion inhibitorischer 

KIRs mit ihren entsprechenden Liganden vermittelten Signale: die Bindung von C2-

Liganden an KIR2DL1 resultiert beispielsweise in einer starken Inhibition, während C1-

Interaktionen mit KIR2DL2/2DL3 nur mittel und schwache inhibitorische Signale 

generieren (Ahlenstiel et al., 2008; Moesta et al., 2008). HLA-B-Allotypen mit einem 

Bw4-Motiv (Pos. 77-83) sind ebenso wie manche HLA-A-Allele mit einem Bw4-Motiv die 

Liganden des KIR3DL1-Rezeptors (Thananchai et al., 2007). KIR3DL2 bindet spezifisch 

Funktion KIR Haplotyp KIR Ligand 

in
h

ib
it

o
ri

s
c
h

 

2DL1 (CD158a) A+B HLA-C2, geringe Affinität zu C1, HLA-B 

2DL2 (CD158b1) B HLA-C1, geringe Affinität zu C2, HLA-B  

2DL3 (CD158b2) A+B HLA-C1, geringe Affinität zu C2, HLA-B 

2DL5A, B (CD158f) B unbekannt 

3DL1 (CD158e1) A+B 
HLA-B Bw4 (z.B. HLA-B*27) und HLA-A Bw4 
(z.B. HLA-A*32) 

3DL2 (CD158k) A+B HLA-A*3, A*11  

3DL3 (CD158z) A+B unbekannt 

  2DL4 (CD158d) A+B HLA-G 

a
k
ti

v
ie

re
n

d
 

2DS1 (CD158h) B HLA-C2 

2DS2 (CD158j) B HLA-C1 und HLA-A*11 

2DS3 (-) B HLA-C1 

2DS4 (CD158i) A+B 
HLA-A*11, und Allotypen von HLA-C1 
(C*16:01, C*14:02) und HLA-C2 (C*05:02, 
C*02:02) 

2DS5 (CD158g) B unbekannt 

3DS1 (CD158e2) B HLA-Bw4  

HLA-C Allele: 
C1 (Ser77, Asn80) – C*01,03,07,08,12,13,14:02,15:07,16:01; HLA-B*46. 
C2 (Asn77, Lys80) – C*02,04,05,06,07:07,14:01,15 (ohne 15:07),16:02,17. 
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HLA-A*3 und -A*11 (Dohring et al., 1996; Pende et al., 1996), während die Datenlage 

zum löslichen, nichtklassischen MHC-Klasse-I-Molekül HLA-G als Ligand von KIR2DL4 

noch kontrovers ist. Aufgrund der resultierenden Zytokinfreisetzung nach KIR2DL4-

Bindung gilt dieser Rezeptor trotz seiner langen zytoplasmatischen Domäne als 

aktivierender KIR (Rajagopalan und Long, 1999; Rajagopalan et al., 2006; Le Page et 

al., 2014).        

Über aKIR-Liganden und Ligandenspezifität ist im Gegensatz zu ihren iKIR-

„Gegenspielern“ (bedingt durch die hohe aKIR/iKIR-Sequenzhomologie) weitaus weniger 

bekannt. Im Allgemeinen besitzen sie jedoch im Vergleich zu den iKIRs für dieselben 

HLA-Liganden eine geringere Affinität (Vales-Gomez et al., 1998): so bindet KIR2DS1 

wie KIR2DL1 an das C2-Epitop (A. Moretta et al., 1995; Biassoni et al., 1997; Stewart et 

al., 2005; Chewning et al., 2007; Foley et al., 2008; Pende et al., 2009; Chapel et al., 

2017). Die Bindung von KIR2DS2 an wenige C1-Allotypen und HLA-A*11 ist vergleichs-

weise ebenfalls sehr schwach (Moesta und Parham, 2012; David et al., 2013; Liu et al., 

2014). KIR2DS4 bindet sowohl an Allele der C1- als auch der C2-Gruppe und HLA-A*11 

(Graef et al., 2009). Durch die hohe Sequenzhomologie in der extrazellulären Domäne 

von KIR3DL1 und KIR3DS1 wird trotz fehlender Beweise für eine direkte Interaktion 

angenommen, dass KIR3DS1 ebenso wie KIR3DL1 Bw4-Motive bindet (Alter et al., 

2007; Carr et al., 2007; Norman et al., 2007; O'Connor et al., 2007). Es ist möglich, dass 

HLA-Klasse-I-Moleküle die Haupt-Liganden der aKIRs darstellen. Nichtsdestotrotz sind 

veränderte HLA-Komplexe, beispielsweise HLA/Peptid-Komplexe, Komplexe mit viralen 

Proteinen oder auch nicht-HLA-Klasse-I-Liganden vorstellbar (Rajagopalan und Long, 

1997). Unterstützt wird diese These durch Daten über KIR2DS4, welcher HLA-Klasse-I-

unabhängig mit Proteinen auf Melanomzellen interagiert (Katz et al., 2004). Liganden 

von KIR2DL5, KIR3DL3 und KIR2DS5 sind bisher unbekannt (Vales-Gomez et al., 1998; 

Vilches und Parham, 2002; Della Chiesa et al., 2008; VandenBussche et al., 2009). 

 

3.4.3 Regulation der KIR-Expression 

 
Die KIR-Haplotypzygosität bestimmt die Anzahl inhibitorischer und aktivierender Gene 

eines jeden Individuums. Die KIR-Genexpression unterliegt dabei einem komplexen 

Prozess, welcher mit verschiedenen Faktoren einhergeht: zum einen hängt die 

Expression vom ererbten KIR-Gengehalt und vom Haplotyp ab. Zum anderen wird das 

Verhältnis an KIR-positiven NK-Zellen und die Rezeptordichte auf der Zelloberfläche 

durch allelischen KIR-Polymorphismus bestimmt (Gumperz et al., 1996). Beispielsweise 

führen Einzelbasen-Polymorphismen in der extrazellulären Domäne mancher Allele von 
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KIR3DL1, KIR2DL2 und KIR3DS3 dazu, dass sie nicht an der Zelloberfläche präsentiert 

werden (Pando et al., 2003; VandenBussche et al., 2006; VandenBussche et al., 2009). 

Deletionen im Leseraster können zu Stopcodons führen, welche wiederum trunkierte 

KIR-Proteine mit fehlenden Transmembran- oder zytoplasmatischen Domänen und 

letztlich lösliche anstelle von membran-verankerten Proteinen zur Folge haben 

(Goodridge et al., 2007; Middleton et al., 2007). Beispiele hierfür sind die relativ häufig 

vorkommenden Allele KIR2DS4*003 und KIR3DL1*004. 

 Die Expression der KIRs wird ebenfalls von den vorkommenden HLA-Liganden 

beeinflusst: Individuen mit KIR2DL1 oder KIR3DL1 haben eine größere Population an 

NK-Zellen, welche diese KIRs exprimieren, wenn in diesen Individuen gleichzeitig HLA-

C2 oder HLA-Bw4-Liganden vorkommen. Umgekehrt, ist die Frequenz an NK-Zellen, 

welche KIRs ohne den passenden KIRL (mismatch) exprimieren, reduziert (Shilling et 

al., 2002; Yawata et al., 2006). 

Die KIR-Transkription beginnt mit KIR2DL4, dem einzigen KIR, welcher von allen NK-

Zellen exprimiert wird. Der KIR-Lokus ist nun geöffnet, was der Transkriptionsmaschine-

rie den Zugang zu weiteren KIR-Genen erlaubt (Belkin et al., 2003; Stewart et al., 2003; 

Trompeter et al., 2005). Durch diesen stochastischen aber mechanistisch noch nicht 

weiter erklärten Prozess, exprimieren NK-Zellen verschiedene KIR-Gen-Kombinationen 

(Valiante et al., 1997). Promotor-Polymorphismen stellen ebenfalls Modulatoren der 

Transkription dar und können im Falle der KIR-Gene die Methylierungsmuster ändern 

(Uhrberg, 2005). So ergibt sich also die gesamtheitliche Expression von KIR2DL4, 

während andere KIRs durch Gen-Methylierung („Stilllegung“) nur von bestimmten NK-

Zellen exprimiert werden können (Valiante et al., 1997; Santourlidis et al., 2002). NK-

Zellklone eines einzelnen Individuums können sich so wesentlich in ihrer KIR-Expression 

unterscheiden. Eine wichtige Eigenschaft der KIR-Verteilungsweise ist ihre stabile 

Expression während der Expansion reifer NK-Zellklone: das KIR-Expressionsmuster wird 

während der Zellteilung an die Tochterzelle weitergegeben (Santourlidis et al., 2002; 

Chan et al., 2003). Interessant ist auch, dass NK-Zellen nach der Expansion unter 

Einsatz der HLA-null-Mutante K562-mbIL15-41BBL ihren in vivo über KIR-KIRL-

Interaktionen festgelegten „Lizensierungs-Status“ und somit ihre ursprüngliche 

Funktionalität beibehalten (Wang et al., 2016). 

 

3.4.4 aKIRs und ihr Schutz vor Viren  

 
KIR3DS1 ist bis dato der bestuntersuchteste aKIR im Hinblick ihrer Rolle bei infektiösen 

Krankheiten (Körner und Altfeld, 2012). Erste Beweise eines Einflusses von KIR3DS1 
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lieferten genetische Studien HIV- (humanes Immundefizienz-Virus) infizierter Patienten: 

Individuen, welche homozygot für KIR3DS1 und HLA-Bw4-positiv mit einem Isoleucin an 

Position 80 waren, zeigten ein langsameres Fortschreiten von AIDS (M. P. Martin ,Gao , 

et al., 2002). Außerdem konnte während einer akuten sowie chronischen HIV-1-Infektion 

eine Expansion KIR3DS1-positiver NK-Zellen (Alter et al., 2009), die Lyse HIV-1-

infizierter Zellen sowie die Inhibition viraler Replikation beobachtet werden (Alter et al., 

2007). KIR3DS1 wird nicht nur bei HIV, sondern auch mit einem positiven Effekt bei der 

Virusbekämpfung von HCV (Hepatitis-C-Virus)-Patienten in Verbindung gebracht 

(Rivero-Juarez et al., 2013). Betrachtet man ebenfalls die Rolle der aKIRs bei durch 

Virusinfektion-verursachten Tumorerkrankungen, konnte dieser schützende Einfluss von 

KIR3DS1 in Kombination mit HLA-Bw4-I80 bei Leberzellkarzinomen chronischer HCV-

Patienten festgestellt werden (Lopez-Vazquez et al., 2005). Darüber hinaus wird 

KIR3DS1 ein verbesserter Infektionsverlauf bei einer H1N1-Influenza zugesprochen 

(Aranda-Romo et al., 2012). Zusammen mit KIR2DS1 und KIR2DS5 wurde KIR3DS1 

auch mit einem Schutz vor HPV (humanes Papillomavirus) assoziiert (Bonagura et al., 

2010). 

 Herpesviren wie HSV (Herpes Simplex Virus) oder CMV (Cytomegalovirus) 

verursachen bei der Mehrheit der Betroffenen asymptomatische Infektionen. KIR2DL2 

und KIR2DS2, welche wie bereits erwähnt durch ein sehr enges Kopplungs-

Ungleichgewicht stets zusammen vererbt werden, gehen mit einer asymptomatischen 

HSV-Infektion einher (Estefania et al., 2007), wobei hier nicht völlig geklärt werden 

konnte, ob dies durch den aktivierenden oder den inhibitorischen Rezeptor vermittelt 

wird.  

Nichtsdestotrotz wurde in all diesen Studien stets der KIR-Genotyp bzw. KIR-Transkripte 

bei der HSZT verschiedener Spender/Empfänger-Konstellationen betrachtet und nicht 

die Größe der aKIR-exprimierenden NK-Zell-Subsets oder aber ihre Funktionalität 

untersucht.  

 

3.4.5 KIR2DS1 - aktueller Stand der Forschung 

 

Die biologische Funktion der aKIRs ist mitunter aufgrund fehlender Liganden aber auch 

durch die Problematik, welche mit dem Linkage Disequilibrium (z.T. gleichzeitige 

Vererbung des entsprechenden bzw. verschiedener iKIRs) einhergeht, immer noch nicht 

vollständig geklärt. KIR2DS1 stellt als aktiver Gegenspieler zu KIR2DL1 den wohl 

prominentesten und bestuntersuchtesten aKIR dar. Die Erkennung seines Ligand HLA-

C2 spielt nicht nur bei der anti-leukämischen Aktivität alloreaktiver NK-Zellen eine Rolle 

(Chewning et al., 2007; M. Morvan et al., 2008; Pende et al., 2009; siehe auch 3.5.3), 
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ferner gibt es zahlreiche Studien, die KIR2DS1 mit Autoimmunerkrankungen (M. P. 

Martin et al., 2002; Luszczek et al., 2004; Suzuki et al., 2004), der Kontrolle viraler 

Infektionen (Wauquier et al., 2010; Pydi et al., 2013; Crespo et al., 2016), dem 

Krankheitsverlauf maligner Tumorerkrankungen (Naumova et al., 2005; Marin et al., 

2012; La Nasa et al., 2013) und dem Reproduktionserfolg (Faridi und Agrawal, 2011; 

Shiqiu Xiong et al., 2013) in Verbindung bringen (Tab. 3).  

 

Tabelle 3: KIR2DS1-Assoziationen mit Erkrankungen bzw. aktueller Forschungsstand.  

Erkrankung/Begebenheit 
Konsequenz von KIR2DS1-

Anwesenheit 
Referenz 

maligneTumorerkrankungen 

 Brustkrebs 
Gen-Frequenz in Patienten höher; 
fördert Tumorprogression 

(Ozturk et al., 2012) 

 Behandlung von CML 

geringeres Ansprechen auf 
Imatinib, geringeres progressions-
freie Überleben  

(Marin et al., 2012) 

 HSZT  

verringertes Rezidiv und geringere 
Mortalität bei HSZTs von AML-
Patienten mit KIR2DS1

+
-Spendern  

(Venstrom et al., 2012) 

anti-leukämische Aktivität 
alloreaktiver KIR2DS1

+
-NK-Zellen 

gegen HLA-C2
+
-Blasten 

(Pende et al., 2009) 

Autoimmunerkrankungen 

 atopische Dermatitis 
(Neurodermitis) 

Gen-Frequenz in Patienten 
geringer; protektiver Effekt 

(Niepieklo-Miniewska et 
al., 2013) 

 Lupus Erythematodes 

Gen-Frequenz zusammen mit 
HLA-C2 in Patienten höher; tragen 
zur Pathogenese bei  

(Hou et al., 2015) 

 Psoriasis Vulgaris 
(Schuppenflechte) 

Gen-Frequenz zusammen mit 
HLA-Cw6 in Patienten höher; 
tragen zur Pathogenese bei  

(Gudjonsson et al., 2002; 
Luszczek et al., 2004; 
Suzuki et al., 2004; 
Williams et al., 2005) 

 Psoriasis Arthritis 
Anfälligkeit in Verbindung mit 
fehlendem HLA-Liganden erhöht 

(M. P. Martin et al., 2002) 

virale Infektionen 

 Ebola tödlicher Ausgang der Infektion  (Wauquier et al., 2010) 

 HPV (humanes 
Papillomavirus) 

Assoziation mit Infektionsschutz 
(zusammen mit KIR2DS5 und 
KIR3DS1)  

(Bonagura et al., 2010) 

Reproduktion geringere Fehlgeburtenrate  
(Hiby et al., 2010; Shiqiu 
Xiong et al., 2013) 

 

3.5 Alloreaktive NK-Zellen bei der hämatologischen Leukämietherapie 

 
Ihre T-Zell-unabhängige Antitumor-Aktivität gegen die verschiedensten Tumortypen 

machen NK-Zellen neben ihrer Fähigkeit, die durch onkogene Prozesse bedingten 

Änderungen im zellulären Metabolismus und der Genexpression zu erkennen, zu einem 

der vielversprechendsten therapeutischen Werkzeuge in der Immuntherapie (L. Moretta 

et al., 1992; Terme et al., 2008).         

https://www.linguee.de/deutsch-englisch/uebersetzung/atopische+Dermatitis.html
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Mit etwa 30% der diagnostizierten bösartigen Tumorerkrankungen stellt die Leukämie 

bei Kindern unter 15 Jahren die häufigste maligne Form im Kindes- und Jugendalter dar. 

Leukämien sind bösartige Erkrankungen des blutbildenden Systems, haben ihren 

Ursprung also im Knochenmark und werden nach akuten und chronischen Verlaufsfor-

men sowie dem Befall unterschiedlicher Zellarten klassifiziert. Die malignen, 

hämatopoetischen Vorläuferzellen werden als Blasten bezeichnet, die unkontrolliert 

proliferieren und somit gesunde Zellen im Knochenmark verdrängen. Dabei lassen sich 

Blasten auch in lymphatischen Organen wie den Lymphknoten oder der Milz und im 

peripheren Blut nachweisen. Leukämiepatienten leiden infolge fehlender, ausgereifter 

und funktioneller Blutzellen an Blutarmut und einer Immunschwäche. Die Hauptkrank-

heitsbilder –Akute lymphatische Leukämie (ALL), Akute myeloische Leukämie (AML), 

Chronisch myeloische Leukämie (CML) und Chronisch lymphatische Leukämie (CLL)– 

unterscheiden sich in Epidemiologie, Erkrankungsbiologie und Prognose. Chronische 

Leukämieformen treten nur im Erwachsenenalter auf, während die ALL die häufigste 

Form im Kindesalter ausmacht. Dabei tritt diese etwa fünfmal häufiger auf als die AML 

und macht ca. dreiviertel aller kindlichen Leukämien aus (Redaelli et al., 2003; Belson et 

al., 2007; Vardiman et al., 2009).   

 

3.5.1 Allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation und Graft-versus-

Leukämie-Effekt 

 
Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation ist als eine Form von Immun-

therapie eine etablierte Behandlungsstrategie vieler hämatologischer Krankheiten. Die 

Patienten werden nicht nur durch eine intensive Chemotherapie vor Transplantation 

behandelt, sondern auch durch die Einführung des Immunsystems eines entsprechen-

den Spenders und dem daraus resultierenden Graft-versus-Tumor-Effekt (graft-versus-

tumor, GvT) (Ljunggren und Malmberg, 2007). Der erste Beweis für die klinischen 

Vorteile durch den Einsatz von NK-Zellen lieferte 2002 die Gruppe um Velardi, welche 

zeigen konnte, dass ein signifikanter, langfristiger Nutzen bei der Behandlung von AML-

Patienten besteht, wenn diese mit T-Zell-depletierten Stammzelltransplantaten aus 

haploidentischen/HLA-fehlangepassten (mismatch) Spendern (beispielsweise der Fall, 

wenn Eltern als Spender für ihr erkranktes Kind fungieren) behandelt wurden (Ruggeri et 

al., 2002). Unter einem HLA-mismatch wird eine HLA-Disparität verstanden. Nach der 

HSZT wurden also alloreaktive NK-Zellen mit einem KIR-Repertoire generiert, welche 

nicht an die MHC-Klasse-I-Moleküle des Empfängers binden können bzw. nicht durch 

sie inhibiert werden. Diese NK-Zellen sind nun in der Lage, verbliebene Blasten im 

http://www.leukaemie-online.de/lexikon?view=glossary&letter=c#chronisch
http://www.leukaemie-online.de/lexikon?view=glossary&letter=c#chronisch
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Empfänger als fremd zu erkennen und zu lysieren (Abb. 5A). Dabei wird ein Graft-

versus-Leukämie-Effekt (graft-versus-leukemia, GvL) ohne die Verursachung einer 

Graft-versus-Host-Erkrankung (graft-versus-host disease, GvHD) hervorgerufen. 

Bestenfalls wird ein Rezidiv (Krankheitsrückfall) verhindert (Handgretinger et al., 2001; 

Farag et al., 2002; Ruggeri et al., 2002; Velardi et al., 2002; Parham und McQueen, 

2003). Daten über eine erfolgreiche Behandlung von ALL-Patienten mittels KIR-KIRL-

mismatch-HSZT fehlen bislang; adulte ALL-Blasten scheinen gegenüber einem NK-Zell-

vermittelten-GvL-Effekt nicht sensitiv zu sein (Ruggeri et al., 2002; Kröger et al., 2006) 

während Daten von anderen Arbeitsgruppen darauf hindeuten, dass die kindliche ALL 

ein mögliches Target von alloreaktiven NK-Zellen darstellt (Pfeiffer et al., 2007; Pende et 

al., 2009; Kübler et al., 2014). 

 

3.5.2 Alloreaktive NK-Zellen  

 
Der erste klinische Einsatz von NK-Zellen bei der Tumortherapie erfolgte in den 1980er 

Jahren in Form einer Infusion autologer, durch IL-2 aktivierter NK-Zellen (Rosenberg et 

al., 1985). Die klinische Wirksamkeit dieser Therapieform war jedoch auch durch die 

Toxizität des IL-2 und der vermutlich dadurch verursachten Expansion regulatorischer T-

Zellen (Tregs) gering. Zudem können inhibitorische NK-Zellrezeptoren wie NKG2A und 

iKIRs das Antitumor-Potenzial eingrenzen. Deshalb, und auch weil vielversprechende 

Effekte in der haploidentischen T-Zell-depletierten Stammzelltransplantation (Ruggeri et 

al., 2002) beobachtet werden konnten, verschob sich der Fokus in der Therapie maligner 

Erkrankungen in Richtung Behandlung mit allogener NK-Zellen bei adoptiver Zellthera-

pie. Der adoptive Transfer, bei welchem große Mengen ex vivo expandierter, aktivierter 

und haploidenter NK-Zellen generiert und in Patienten infundiert werden, ist ebenfalls ein 

vielversprechender Ansatz der Immuntherapie bei der Behandlung von malignen 

Tumorerkrankungen (Abb. 5B) (Miller et al., 2005; Curti et al., 2011).  

 

Die Arbeitsgruppe um Campana etablierte für den adoptiven Transfer ein Protokoll zur 

Generierung expandierter und aktivierter NK-Zellen (NK cell activation and expansion 

system, NKAES). Dabei werden NK-Zellen in Ko-Kultur mit K562 “Feeder-Zellen” 

gehalten, welche membrangebundenes IL-15 und den 41BB-Liganden auf ihrer 

Oberfläche exprimieren. Kombiniert mit der Gabe von IL-2 führt dies zu einer sehr 

effizienten Expansion und Aktivierung der NK-Zellen in vitro und stellt eine Möglichkeit 

dar, alloreaktive NK-Zellen für den klinischen Einsatz zu generieren (Imai et al., 2005; 

Fujisaki et al., 2009).  
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3.5.3 Spenderauswahl und aKIR-Funktionalität im Rahmen der HSZT 

 
Zur Bestimmung der NK-Zell-Alloreaktivität ist eine Bestimmung des HLA-Status sowie 

des KIR-Genotyps von Spender und Empfänger unabdingbar. Wie bereits erwähnt, ist 

die Grundvoraussetzung für die NK-Zell-Alloreaktivität, dass der Spender inhibitorische 

Rezeptoren exprimiert, welche nicht durch die Bindung an entsprechende Liganden des 

Empfängers zur Inhibition führen (Valiante et al., 1997). Diese sog. KIR-KIRL-

mismatched-Spender ermöglichen demnach die besten Chancen eines klinischen 

Abbildung 5: NK-Zell-basierte Tumortherapie. a) Allogene HSZT. Nach haploidenter oder 

HLA-angepasster (MHC-matched) hämatopoetischer Stammzelltransplantation entwickeln sich 

die Spender-NK-Zellen im Empfänger. b) Adoptiver NK-Zelltransfer. Alternativ können NK-Zell-

populationen vom Spender isoliert (Leukapherese) und ex vivo aktiviert bzw. expandiert werden, 

bevor diese in den Empfänger gelangen. Ziel beider Verfahren ist die Verbesserung der 

Antitumor-Funktion von Spender-NK-Zellen im Empfänger. Einige Spender-NK-Zellen werden im 

Empfänger nicht durch MHC-Klasse-I-Moleküle inhibiert (KIR/KIRL-mismatch), was die Lyse 

verbliebener Blasten zur Folge hat. Im Gegensatz hierzu werden die meisten gesunden Zellen 

des Empfängers von den Spender-NK-Zellen aufgrund ungenügender Dichte aktivierender 

Liganden auf der Zelloberfläche toleriert. Modifiziert nach Vivier et al., 2012. 
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Erfolgs (Davies et al., 2002; Ruggeri et al., 2002; Giebel et al., 2003; Miller et al., 2005; 

Ruggeri et al., 2005; Beksac und Dalva, 2012). Die Arbeitsgruppe um Cooley war eine 

der ersten, welche die Spenderauswahl basierend auf der KIR-Genotypisierung 

postulierte: demnach lieferte die Wahl von KIR-Haplotyp-B-Spendern den größten 

Schutz eines Rezidivs und Überlebensvorteile für AML-Patienten bei der HLA-matched 

oder mismatched HSZT (Cooley et al., 2009; Cooley et al., 2010).  

 Zusätzlich sollten phänotypische Analysen der iKIR- und CD94/NKG2A-

Expression auf Spender-NK-Zellen erfolgen, welche letztlich die Größe des alloreaktiven 

NK-Zell-Subsets bestimmt (Chewning et al., 2007; Pende et al., 2009). Dies kann 

durchflusszytometrisch durch den kombinierten Einsatz von entsprechenden mAbs 

bestimmt werden (Pende et al., 2005; Pende et al., 2009). Ferner liefern funktionelle 

Untersuchungen basierend auf der Fähigkeit der Lyse entsprechender Zielzellen präzise 

Informationen über das Maß der Alloreaktivität dieser NK-Zellpopulationen bzw. der NK-

Zellklone (Ruggeri et al., 2002; Ruggeri et al., 2006; Pende et al., 2009). Ein HLA-

Klasse-I-mismatch zwischen NK- und Targetzelle muss nicht zwingend zu einer NK-Zell-

vermittelten Lyse führen. Alloreaktive NK-Zellen sind per Definition von der Arbeitsgrup-

pe um Moretta auch CD94/NGK2A-negativ, da der Ligand dieses inhibitorischen 

Rezeptors, HLA-E, auf allen HLA-Klasse-I-Zellen zu finden ist (A. Moretta et al., 1990; A. 

Moretta et al., 1993; L. Moretta et al., 2011). Andere Faktoren wie die Oberflächendichte 

aktivierender Rezeptoren (beispielsweise NCRs) auf NK-Zellen, aber auch die 

Expression ihrer Liganden auf den Targetzellen tragen ebenso zur NK-Zell-Alloreaktivität 

bei (Costello et al., 2002; Bottino et al., 2005).   

 Bis Dato basieren die Hinweise einer positiven Wirkung der aKIR-Expression 

bzw. einer noch besseren bei der Expression multipler aKIRs ausschließlich auf 

Assoziationsstudien und beschränken sich somit weitestgehend auf genetischer Ebene 

(Ivarsson et al., 2014). In Bezug auf Daten einzelner aKIRs hinsichtlich relevanter 

Antitumoreigenschaften und Alloreaktivität, konnte dies lediglich für KIR2DS1 nachge-

wiesen werden: so vermitteln KIR2DS1+ NK-Zellen HLA-C1-positiver Spender durch die 

Erkennung des C2-Allels eine spezifische Zytotoxizität gegenüber adulter AML-Blasten 

(Chewning et al., 2007; Venstrom et al., 2012) aber auch pädiatrischer BCP-ALL-Blasten 

(Pende et al., 2009). Im Gegensatz zu KIR2DS1 konnten keine weiteren funktionellen 

Effekte zwischen interagierenden aKIRs und HLA-Klasse-I-Molekülen gezeigt werden 

(Nowak et al., 2015). 
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4. Ziele der Arbeit 

 
Laut genetischen Assoziationsstudien liefern NK-Zellen solcher Spender den größten 

NK-Zellvermittelten GvL-Effekt, welche neben einem iKIR-KIRL-mismatch gegenüber 

dem Empfänger auch einen oder mehrere aKIRs exprimieren. Es wird postuliert, dass 

Spender, welche diese Anforderungen erfüllen, als die „optimalen“ Stammzellspender 

bei der HSZT von Leukämiepatienten gelten. Allerdings wird bei einer derartigen 

genotypisch-bestimmten Spenderauswahl die Bestimmung der alloreaktiven 

Subsetgröße vernachlässigt. Diese kann spenderabhängig sehr variabel sein, da sich 

der KIR-Genotyp durch fehlende Expression bzw. Oberflächenpräsentation vom 

funktionalen Phänotyp unterscheiden kann. Erschwerend kommt hinzu, dass die 

durchflusszytometrische Analyse von aKIRs bislang nur sehr eingeschränkt möglich ist. 

Das liegt darin, dass die kommerziell erhältlichen KIR-Antikörper hauptsächlich für iKIRs 

erhältlich sind und durch die hohe Sequenzhomologie nicht jeder einzelne KIR spezifisch 

detektiert werden kann. KIR2DS1 ist zum jetzigen Stand der Forschung der einzige 

aKIR, welcher im Hinblick auf Alloreaktivität und Toleranz eine klinisch relevante Rolle 

spielt. Trotz der Beobachtungen klinischer Vorteile durch die Wahl Haplotyp B Spender 

mit multipler aKIR-Expression, fehlen hierzu bislang fundierte wissenschaftliche 

Grundlagen. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher funktionell untersucht werden, in wie fern die 

Expression multipler aKIRs bzw. die ermittelte Größe des alloreaktiven KIR2DS1+-

Subsets für die NK-Zell-Zytotoxizität eine Rolle spielt. Unter Berücksichtigung der NK-

Zell-Education sollten hierzu heterozygote HLA-C1/C2 Haplotp A und B-Spender 

identifiziert, in vitro expandiert und die NKAES schließlich analysiert werden. Unter 

Zuhilfenahme von L721.221*cw0602-Targetzellen; einer EBV-transformierten B-LCL, 

welche HLA-C2 auf der Oberfläche präsentiert, sollte in einer sog. „double-fluorescence“ 

Analyse in Verbindung mit einem CD107a-Degranulation-Assay auf das Vorhandensein 

bzw. die Größe eines funktionellen alloreaktiven KIR2DS1-positiven Subsets und dessen 

Beitrag zur Zytotoxizität der Spender-NKAES geschlossen werden.  
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5. Material und Methoden 

 
Die Versuchsdurchführung aller Experimente erfolgte mit allgemeinem Laborequipment 

in einem Standardlabor mit der biologischen Sicherheitsstufe 1. Wenn nicht anders 

vermerkt, wurde Standardlaborausrüstung bzw. -material verwendet. 

5.1 Zellkultur 

5.1.1 Zelllinien 

Zelllinie Merkmale/Beschreibung Medium 

K562-mbIL15-4-

1BBL 

Genetische Abwandlung der humanen 

myelotischen Zelllinie K562 durch retrovirale 

Transduktion; erlaubt nun die Präsentation einer 

membrangebundenen Form von IL-15 (IL-15 + 

CD8α Transmembrandomäne) und humanem 

41BB Liganden auf der Oberfläche. 

Hauptsächliche Verwendung als „Feeder-

Zelllinie“ bei der NK-Zell-Expansion (Imai et al., 

2005; Fujisaki et al., 2009)  

Komplettes RPMI 1640 

Medium 

L721.221 

Epstein-Barr-Virus (EBV) transformierte, 

humane B-lymphoblastoide Zelllinie (B-LCL); 

exprimiert durch Gammastrahlen-induzierte 

Mutationen innerhalb des HLA-Komplexes keine 

HLA-Klasse I-Moleküle (Shimizu et al., 1988; 

Shimizu und DeMars, 1989; Falk et al., 1995)  

Komplettes RPMI 1640 

Medium 

+1 mM Natriumpyruvat 

 

L721.221*cw0602 

(C2) 

Mittels Elektroporation genomischer DNA des 

HLA-Gens im eukaryotischen Expressionsvektor 

erzeugte Transfektante der Zelllinie L721.221; 

exprimiert nun HLA-C2 (*cw0602) auf der 

Zelloberfläche (Shimizu und DeMars, 1989; Falk 

et al., 1995; Falk et al., 2000) 

Komplettes RPMI 1640 

Medium 

+1 mM Natriumpyruvat 

+ 0,4 mg/ml 

Hygromycin B 

 

5.1.2 Zellkulturmedien und Puffer 

Medium/Puffer Zusammensetzung 

EasySep™-Puffer 
2 % FCS  

0,4 % 250 mM EDTA in PBS 

Einfriermedium 
20 % DMSO 

80 % Humanalbumin 50 g/l 

1:1 mit Zellen in komplettem RPMI 1640 Medium 

Komplettes RPMI 1640 Medium 

10 % FCS 

100 U/ml Penicillin 

100 U/ml Streptomycin 

2 mM L-Glutamin 

in RPMI 1640 Medium 

https://de.wikipedia.org/wiki/Biologische_Sicherheitsstufe
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MACS-Puffer 

2,5 % FCS 

0,8 % EDTA (0,25 M) 

in PBS 

NKAES-Medium 

10 % FFP 

100 U/ml Penicillin 

100 U/ml Streptomycin 

2 mM L-Glutamin 

in RPMI 1640 Medium 

5.1.3 Reagenzien und Equipment für die Zellkultur 

Reagenz/Produkt Bezugsquelle 

Alburex5, Humanalbumin 50 g/l  CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland  

Bicoll Trennlösung (Ficoll)  Biochrom AG, Berlin, Deutschland  

Dulbecco’s Phosphatgepufferte 

Salzlösung (DPBS)  
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland  

Einfrierbox „Mr. Frosty“  Thermo Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland  

EasySep™ Human CD3 Positive  

Selection Kit I  
STEMCELL Technologies, Grenoble, Frankreich 

EasySep™ Violet Magnet STEMCELL Technologies, Grenoble, Frankreich 

Fetales Kälberserum (FCS)  
Gibco/Life Technologies GmbH, Ober-Ulm,  

Deutschland  

Gefrorenes Frischplasma (FFP)  
Zentrum für Klinische Transfusionsmedizin (ZKT), 

Tübingen, Deutschland  

Heizblock Thermomixer 5436  Eppendorf AG , Hamburg, Deutschland 

Humanserum “Off the Clot” AB (HuS)  Biochrom AG, Berlin, Deutschland  

Hygromycin-B Solution AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Inkubator HERACell  Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland  

Inversmikroskop Olympus IX50  
Olympus Europa SE & Co. KG , Hamburg, 

Deutschland  

Kryoröhrchen  Corning GmbH, Kaiserslautern, Deutschland  

Kühlzentrifuge Hettich Rotina 420R  Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland  

Kühlzentrifuge Hettich Rotixa 50RS  Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland  

L-Glutamin 200 mM  Biochrom AG, Berlin, Deutschland  

MACS-Separator (MiniMACS™, 

QuadroMACS™+Säulen (MS oder LS) 

oder autoMACS® Pro Separator)   

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Natriumpyruvat  Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

http://www.miltenyibiotec.com/130-090-976
http://www.miltenyibiotec.com/130-092-545
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Neubauer Zählkammer  Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, Deutschland  

NK cell isolation kit human  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  Biochrom AG, Berlin, Deutschland  

Polystyrol FACS Röhrchen  Corning GmbH, Kaiserslautern, Deutschland  

Rekombinates humanes IL-2 

(Proleukin®S)  
Novartis Pharma, Basel, Schweiz  

RPMI-Medium1640  Biochrom AG, Berlin, Deutschland  

Sicherheitswerkbank HERAsafe  Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland  

Tischzentrifuge Hettich Mikro 22R  Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland  

Trypanblau-Lösung 0,4 %  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland  

Venor® GeM classic Kit  Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland  

Wasserbad Modell 1002  
Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel,  

Deutschland  

Zell-Bestrahlungsgerät  

GammaCell 1000 Elite  
MDS-Nordion Inc., Ottawa, Kanada  

Zellkulturflaschen und -platten  Corning GmbH, Kaiserslautern, Deutschland  

Zentrifugenröhrchen 15/ 50 ml 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,  

Deutschland  

 

5.1.4 Versuchsdurchführungen-Zellkultur 

5.1.4.1 Mykoplasmentest 

 
Alle verwendeten Zelllinien dieser Arbeit wurden mit dem Venor® GeM classic Kit nach 

Herstellerangaben negativ für Mykoplasmen getestet.  
 

 

5.1.4.2 Bestimmung der Zellzahl 

 
Die Zellzahl bzw. Vitalität wurde mittels einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Hierzu 

wurde Volumen der Zellsuspension steril entnommen, mit Trypanblau-Lösung verdünnt 

und in die Zählkammer transferiert. Unter dem Lichtmikroskop wurden nur die lebenden, 

kernhaltigen Zellen (d.h. die nicht mit Trypanblau gefärbten Zellen) innerhalb der vier 

Hauptquadrate gezählt. Die Zellzahl pro ml Suspension ergibt sich schließlich aus der 

Formel:   
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5.1.4.3 Einfrieren von Zellen 

 

Je Kryoröhrchen wurden bis zu 50 x 106 Zellen in 0,5 ml komplettem RPMI 1640 Medium 

überführt und 1:1 mit vorgekühltem Einfriermedium gemischt. Direkt nach Zugabe des 

Einfriermediums, wurden die Kryoröhrchen in eine ebenfalls vorgekühlte Einfrierbox („Mr. 

Frosty“) mit einer definierten Kühlungsrate von -1 °C/min transferiert und üN bei -80 °C 

gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden die Proben jedoch in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt.   

 

5.1.4.4 Auftauen von Zellen 

 

Die Proben wurden bei 37 °C in einem Wasserbad so lange erwärmt, bis im 

Kryoröhrchen nur noch ein kleiner Eiskristall vorhanden war. Danach wurde der 

Kryoröhrchen-Inhalt von 1 ml Zellsuspension langsam mit 10 ml des RT-warmen, 

kompletten RPMI 1640 Mediums vermengt und für 10 min bei 350 g abzentrifugiert. 

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in ihrem entsprechenden Medium 

ausgesät und standardmäßig bei 37 °C im Brutschrank und 5 % CO2 kultiviert.  

 

5.1.4.5 Isolation peripherer mononukleärer Blutzellen (PBMCs) 

 

Humane Vollblutspenden von gesunden, freiwilligen Blutspendern wurden durch das 

Institut für Klinische und Experimentelle Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums 

Tübingen bereitgestellt. Die Isolation erfolgte mittels einer Ficoll-Dichtegradienten-

zentrifugation, bei welchem mit PBS verdünntes Vollblut vorsichtig auf das Trennmedium 

(Ficoll; synthetische Polymere aus Saccharose) geschichtet und für 25 min bei 500 g 

ohne Bremse zentrifugiert wird. Die Dichte des Trennmediums ist so eingestellt, dass 

Erythrozytenaggregate und tote Zellen die Ficollschicht passieren, während 

Granulozyten in die Ficollphase eindringen. Durch die Zentrifugation können die PBMCs 

(Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten), welche die Interphase bilden, also von 

Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen getrennt werden. Die obere Schicht enthält 

das Blutplasma und wird vor der Entnahme der Interphase zuerst abgenommen. Die 

Interphase wird nun in PBS aufgenommen, gewaschen und die Zellzahl der 

mononukleären Zellen ermittelt (siehe 5.1.4.2). Wahlweise wird die NK-Zell-Frequenz 

bestimmt (siehe 5.2.4.1) und die Zellen schließlich entweder bis zur Weiterverarbeitung 

eingefroren (siehe 5.1.4.3) oder die NK-Zellen direkt im Anschluss isoliert (siehe 5.1.4.6).  
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5.1.4.6 Magnetische NK-Zellisolation 

 

Zur Gewinnung der NK-Zellen aus frisch isolierten oder aufgetauten PBMCs, wurde über 

eine Negativ-Selektion unter Verwendung des human NK cell isolation Kits, dem MACS 

Separator inkl. der MACS-Säulen nach Herstellerangaben isoliert. Gearbeitet wurde 

überwiegend auf Eis und mit vorgekühlten Lösungen bzw. Puffern. Dabei wurden je 107 

PBMCs in 40 µl MACS-Puffer aufgenommen und mit 10 µl des NK Cell Biotin-Antibody 

Cocktails resuspendiert und 5 min bei 4 °C inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 30 µl 

MACS-Puffer, wurden 20 µl NK Cell MicroBeads hinzupipettiert und für weitere 10 min 

bei 4 °C inkubiert, bevor die Zellen nach dem waschen in mindestens 500 µl MACS-

Puffer aufgenommen und entsprechend ihrer Zellzahl manuell mittels MS- oder LS-Säule 

im MiniMACS™ bzw. QuadroMACS™ oder automatisch im autoMACS® Pro Separator 

(„Depletes“-Programm) isoliert. Die isolierten NK-Zellen wurden abschließend mit PBS 

gewaschen, gezählt und ihre Reinheit/ NK-Zell-Frequenz (siehe 5.2.4.1) bestimmt, bevor 

sie im weiteren Versuchsablauf verwendet wurden.   

 

5.1.4.7 NKAES 

 

Angelehnt an das bereits in der Literatur beschriebene Protokoll „NK cell activation and 

expansion system“ zur Expansion und Aktivierung von NK-Zellen (Imai et al., 2005; 

Fujisaki et al., 2009), wurden isolierte NK-Zellen (Reinheit ≥ 90 % CD56+CD3-) mit 

100 Gy-bestrahlten K562-mbIL15-4-1BBL „Feeder-Zellen“ im Verhältnis 1:1,5 und 

100 U/ml IL-2 in NKAES-Medium 14 Tage ko-kultiviert. Die NKAES-Zellen wurden dabei 

alle 2 bis 3 Tage gesplittet und 1:1 mit frischem 100 U/ml IL-2-versetztem Medium 

versorgt. Nach der Ernte der NKAES-Zellen wurden sie mit PBS gewaschen, gezählt 

und nach der Überprüfung ihrer Reinheit vor weiteren Experimenten eingefroren.  

 

5.1.4.8 Depletion von T-Zellen 

 

Nach der Ernte der NKAES an Tag 14, wurde ihre Reinheit (NK-Zell-Frequenz-Färbung) 

bestimmt: Lag die T-Zell-Population bei ≥ 3 %, wurden die T-Zellen (CD3+) über eine 

Positiv-Selektion mit Hilfe des EasySep™ Human CD3 Positive Selection Kits I und dem 

EasySep™ Violet Magneten entsprechend der Herstellerangaben depletiert. Hierbei 

werden die Zellen mit EasySep™-Puffer auf 1 x 108 Zellen/ml eingestellt, der Positive 

Selection Cocktail sowie die Magnetic Particles zugegeben und das Polystyrol-Röhrchen 

nach einer kurzen Inkubation in den Violet Magneten platziert. Der Überstand, welcher 

die ungebundenen NK-Zellen (CD56+-Fraktion) enthält, wird mit FACS-Puffer gewa-

schen, gezählt und ihre Reinheit (siehe 5.2.4.1) bestimmt.  

http://www.miltenyibiotec.com/130-090-976
http://www.miltenyibiotec.com/130-092-545
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5.2 Durchflusszytometrie und Ko-Kultur-Experimente 

5.2.1 Reagenzien und Equipment für die Durchflusszytometrie 

Reagenz/Produkt Bezugsquelle 

Polystyrol FACS Röhrchen  Corning GmbH, Kaiserslautern, Deutschland 

ARD Succinimidyl Ester AF350 Thermo Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland 

ARD Succinimidyl Ester Pacific Blue  Thermo Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland 

Durchflusszytometer  
BD FACSCanto™ II  

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Durchflusszytometer BD LSR II BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS Clean®/ Flow®/ Rinse® BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland  

Fix&Perm® Permeabilsierungs-Kit 
BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, 
Deutschland 

sGolgi-Plug™  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland  

LEGENDplex™ Human Th Cytokine 
Panel (13-plex) 

BioLegend GmbH, Fell, Deutschland 

Leukocyte Activation Cocktail, with 
GolgiPlug™ 

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Normales IgG vom Menschen  
(100 mg/ml)  

CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland 

Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit®  Thermo Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland 

 

5.2.2 Puffer für die Durchflusszytometrie 

Puffer Zusammensetzung 

Blockierpuffer 
Humanes IgG in FACS-Puffer  

(Endkonzentration 10 μg/ml) 

FACS-Puffer 
2 % FCS  

0,84 % 250 mM EDTA in PBS 

 

5.2.3 Antikörper 

 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikörper und Farbstoffe wurden nach Herstelleran-

gaben eingesetzt oder die eingesetzte Verdünnung vorab mittels einer Antikörper-

Titration überprüft.  
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5.2.3.1 Konjugierte Antikörper  

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon Verdünnung Bezugsquelle 

CD3 PerCP SK7 1:100 BD Biosciences 

CD3 PE CF594  UCHT1 1:50 BD Biosciences 

CD16 AF700  3G8 1:50 BD Biosciences 

CD25 FITC 2A3 1:10 BD Biosciences 

CD54 (ICAM-1) FITC 84H10 1:5 Beckman Coulter 

CD56 Brilliant Violet 421 HCD56 1:50 BioLegend 

CD56 Brilliant Violet 711 HCD56 1:25 BioLegend 

CD56 BUV395  NCAM16.2 1:50 BD Biosciences 

CD69 PerCP L78 1:10 BD Biosciences 

CD94/NKG2A AF700  #131411 1:20 R&D Systems 

CD107a Brilliant Violet 605 H4A3 1:20 BioLegend 

CD112 PE TX31 1:50 BioLegend 

CD155 PE SKII.4 1:20 BioLegend 

CD158a AF488 

KIR2DL1 
#143211 1:50 R&D Systems 

CD158a,h PE 

KIR2DL1/S1 
EB6B 1:20 Beckman Coulter 

CD158b1,b2,j-PE Cy5.5 

KIR2DL2/L3/S2 
GL183 1:50 Beckman Coulter 

CD158b2 AF750  

KIR2DL3 
#180701 1:50 Novus Biologicals 

CD158e1  Brilliant Violet 421 

KIR3DL1 
DX9 1:20 BioLegend 

CD158i PEVio770  

KIR2DS4 
JJC11.6 1:20 Miltenyi Biotec 

HLA-A,B,C PE W6/32 1:50 BioLegend 

HLA-E  MEM-E/08 1:25 abcam 

NKG2A (CD159a) PECy7 Z199 1:25 Beckman Coulter 

NKG2D (CD314) APC #134591 1:25 Miltenyi Biotec 

NKp30 (CD337) PE Z25 1:50 Beckman Coulter 
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NKp44 (CD336) PE Z231 1:25 Beckman Coulter 

NKp46 (CD335) APC 9-E2 1:10 BD Biosciences 

Perforin Brilliant Violet 510  dG9 1:20 BioLegend 

 

5.2.3.2 Unkonjugierte Antikörper und Sekundärantikörper 

Antikörper (anti-human-) 

pan-NKG2D-L: 
Klon Verdünnung Bezugsquelle 

MICA AMO1 1:100 

Prof. Steinle,  

Frankfurt 

 

MICB BMO1 1:50 

ULBP1 AUMO3 1:100 

ULBP2 BUMO1 1:100 

ULBP3 CUMO3 1:100 

 

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon Verdünnung Bezugsquelle 

CD158k  
KIR3DL2 

Q66 1:5 
Daniela Pende, 
Genoa, Italien 

 

Sekundärantikörper  

(anti-mouse-) 
Klon Verdünnung Bezugsquelle 

sheep F(ab`)2 anti-mouse 

IgG PE 
Polyklonal 1:50 Sigma-Aldrich 

goat F(ab`)2 anti-mouse IgM 
APC 

Polyklonal 1:40 
Thermo Fisher 
Scientific 

 

5.2.3.3 Isotypkontrollen 

Isotyp Kontrollen  

(anti-human-) 
Klon Verdünnung Bezugsquelle 

IgG1 κ AF488 MOPC-21 1:500 BioLegend 

IgG1 κ Brilliant Violet 421 MOPC-21 1:40 BioLegend 

IgG1 κ Brilliant Violet 605 MOPC-21 1:10 BioLegend 

IgG1 κ PE MOPC-21 1:80 bzw.1:10 BD Biosciences 

IgG2a κ PE PPV-04 1:50 Immuno Tools 

IgG1 κ PE Cy5.5 MOPC-21 1:200 BioLegend 
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IgG1 κ PEVio770 IS5-21F5 1:20 Miltenyi Biotec 

IgG2a κ AF700 MOPC-173 1:100 BioLegend 

IgG2a κ AF750 20102 1:200 Novus Biologicals 

IgG2b κ Brilliant Violet 510 MPC-11 1:20 BioLegend 

IgM κ unlabeled   MM-30 1:5 BioLegend 

 

5.2.3.4 Antikörperpanals 

 

Die Messung der Antikörper innerhalb eines jeden Antikörperpanals erfolgte in zuvor 

kompensierten und wenn nötig per Hand nachkompensierten Experimente am BD LSR II 

(siehe dazu auch 5.2.4). 
 

Intrazellularfärbung-funktionelle Subsetanalyse; Lebend-/Tot ARD-AF350 

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon Isotyp 

CD3 PE CF594  UCHT1 - 

CD56 BUV395  HCD56 - 

CD94/NKG2A AF700  #131411 IgG2a κ 

CD107a Brilliant Violet 605 H4A3 IgG1 κ  

CD158a AF488  

KIR2DL1 
#143211 IgG1 κ 

CD158a,h PE  

KIR2DL1/S1 
EB6B IgG1 κ 

CD158b1,b2,j-PE Cy5.5 

KIR2DL2/L3/S2 
GL183 IgG1 κ 

CD158b2 AF750  

KIR2DL3 
#180701 IgG2a κ 

CD158e1  Brilliant Violet 421 

KIR3DL1 
DX9 IgG1 κ 

CD158i PEVio770  

KIR2DS4 
JJC11.6 IgG1 κ 

CD158k  
KIR3DL2 

Q66 IgM κ unlabeled   

Perforin Brilliant Violet 510  dG9 IgG2b κ 
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Aktivierungscocktail I; Lebend-/Tot ARD-AF350 

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon FMO* 

CD3 PE CF594  UCHT1 - 

CD25 FITC 2A3 - 

CD56 Brilliant Violet 711 HCD56 - 

CD69 PerCP L78 - 

NKG2D (CD314) APC #134591 - 

NKp44 (CD336) PE Z231 - 

*Durchflusszytometrischer Kontrollansatz (Fluorescence minus one) anstatt Isotypen 
    
Aktivierungscocktail II; Lebend-/Tot ARD-AF350 

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon FMO* 

CD3 PE CF594  UCHT1 - 

CD16 AF700 2A3 - 

CD56 Brilliant Violet 421 HCD56 - 

NKG2A (CD159a) PECy7 Z199 - 

NKp30 (CD337) PE Z25 - 

NKp46 (CD335) APC 9-E2 - 

*Durchflusszytometrischer Kontrollansatz (Fluorescence minus one) anstatt Isotypen 
  
Phänotypisierung der L721.221*cw0602; Lebend-/Tot Pacific blue 

Antikörper  

(anti-human-) 
Klon Isotyp 

CD54 (ICAM-1) FITC 84H10 IgG1 κ 

CD112 PE TX31 IgG1 κ 

CD155 PE SKII.4 IgG1 κ 

HLA-A,B,C PE W6/32 IgG2a κ 

HLA-E  MEM-E/08 IgG1 κ 

pan-NKG2D-L siehe 5.2.3.2 IgG1 κ (hier 1:10) 

Die Antikörperfärbungen erfolgten in diesem Fall einzeln. 
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5.2.4 Versuchsdurchführungen-Durchflusszytometrie und Ko-Kulturversuche 

 

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik, welche oft als „FACS“ (Fluorescence 

Activated Cell Scanning) bezeichnet wird und erlaubt die gleichzeitige Messung 

verschiedener physikalischer Parameter einzelner Partikel bzw. Zellen in Lösung. Dabei 

werden diese mit einem Laserstrahl beleuchtet und aus dem resultierenden Streulicht 

und den Fluoreszenzemissionen können Parameter gemessen werden. Trifft der 

Laserstrahl auf die Zellen, wird das Streu-/Fluoreszenzlicht über das optische System 

mittels verschiedener Spiegel und Filter in einzelne Wellenlängenpakete unterteilt und 

das Licht schließlich in elektronische Signale umgewandelt, welche über einen Computer 

ausgewertet werden können. Da die Filter nicht alle spektralen Überschneidungen der 

einzelnen Fluorochrome beseitigen können, ist eine Kompensation (elektrische 

Subtraktion) nötig, um diese Fluoreszenzen zu beseitigen.  

 

5.2.4.1 Bestimmung der NK-Zell-Frequenz/ Reinheitsmessung 

 

Zur schnellen Bestimmung der Spender-NK-Zell-Frequenz bzw. Überprüfung der NK-

Zell-Reinheit nach Isolation oder Expansion, wurden je 0,5-1 x 106 Zellen mit den 

Antikörpern gegen CD3 und CD56 für 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

wurden die NK-Zellen einmal in FACS-Puffer gewaschen, der Überstand abgekippt und 

diese schließlich im Rücklauf am Durchflusszytometer BD LSRII oder BD 

FACSCanto™ II gemessen. Die prozentuale NK-Zell-Frequenz ergibt sich aus der 

gegateten CD3-CD56+ Zellpopulation.  

 

5.2.4.2 Färbungen von Oberflächenantigenen mit Primärantikörpern 

 

Zur Bestimmung der Oberflächenmarker wurden bis zu 1 x 106 Zellen in 50 µl FACS-

Puffer samt der jeweiligen Antikörper in den entsprechenden Verdünnungen aufgenom-

men und entweder 10 min bei RT oder 20 min bei 4 °C inkubiert. Die Inkubation erfolgte 

bedingt durch die Lichtempfindlichkeit der Fluorochrom-gekoppelten Antikörper stets im 

Dunkeln. Zur Gewährleistung der Untersuchung von ausschließlich lebenden Zellen, 

erfolgte dies anschließend durch eine weitere Inkubation mit einem Lebend-/Tot-

Farbstoff (siehe 5.2.4.3).  
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5.2.4.3 Färbungen von Oberflächenantigenen mit Sekundärantikörpern 

 

Da für manche Oberflächenantigene nur unkonjugierte Primärantikörper verfügbar sind, 

erfolgt die Detektion dieser Antikörper mittels zusätzlichem Inkubationsschritt mit 

entsprechendem fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper. Zur Blockierung von 

unspezifischen Bindestellen, wurden bis zu 1 x 106 Zellen in 100 µl Blockierpuffer 

resuspendiert und das nach einer Zentrifugation von 5 min bei 400 g erhaltene Zellpellet 

mit 50 µl Blockierpuffer samt entsprechend verdünntem Primärantikörper für 20 min bei 

RT inkubiert. Nach einem mehrmaligen Waschschritt mit FACS-Puffer, erfolgte die 

Inkubation in 50 µl FACS-Puffer samt fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper für 

weitere 20 min bei RT im Dunkeln. Optional konnte anschließend noch eine wie zuvor 

beschriebene Oberflächenfärbung mit direktmarkierten Primärantikörpern (siehe 5.2.4.1) 

angeschlossen werden. 

 

 5.2.4.4 Färbungen mittels ARD Lebend-/Tot-Farbstoffen 

 

Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen, wurde nach Färbungen von 

Oberflächenantigenen ein Inkubationsschritt dieser Zellen mit einem Lebend-/Tot-

Farbstoff (z.B. ARD Succinimidyl Ester AF350) nach Herstellerangaben für 10 min bei 

RT im Dunkeln durchgeführt. Die reaktiven Farbstoffe können nicht die Zellmembran 

lebender Zellen passieren und reagieren somit nur mit Aminen toter Zellen. Nach 

mehreren Waschschritten mit FACS-Puffer, wurden die Zellen schließlich in FACS-Puffer 

sofort gemessen oder für spätere Analysen mit 0,5 % PFA in FACS-Puffer fixiert. Alle 

Zentrifugationschritte erfolgten für 5 min bei 400 g. Die prozentuale Frequenz lebender 

Zellen ergibt sich aus der gegateten Farbstoff-negativen Zellpopulation. Zelldubletten 

wurden zuvor anhand ihres charakteristischen Vorwärts- und Seitwärtsstreulichts 

(Forward- und Side Scatter, FSC und SSC) ausgeschlossen. Der FSC entsteht, wenn 

das Licht an der Zelloberfläche abgelenkt wird, während der SSC z.B. durch Beugung an 

inneren Zellmembranen, Vesikeln oder am Zellkern entsteht. 

 

5.2.4.5 FACS-basierter in vitro Zytotoxizitätsassay (in vitro kill, ivk) 

 

Die Zytotoxizität der Spender-NK-Zellen gegen Targetzellen (L721.221*cw0602) wurde 

in einem FACS-basierten Assay in vitro bestimmt. Die Targetzellen wurden einen Tag 

zuvor mit 0,5 μM CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) für 15 min 

bei 37 °C im Brutschrank gelabelt. Die Färbung wurde durch eine 2-minütige Inkubation 

bei RT mit 3-5 ml FCS abgestoppt, mit PBS gewaschen und üN in komplettem RPMI 
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1640 Medium (inkl. 1 mM Natriumpyruvat und 0,4 mg/ml Hygromycin B) ausgesät. 

CFDA-SE wird über Diffusion von den Zellen aufgenommen und durch intrazelluläre 

Esterasen in CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) umgewandelt, welches 

kovalent an Amin-haltige Strukturen innerhalb der Zellen bindet. Die Überprüfung einer 

erfolgreichen CFSE-Markierung der Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. 

NKAES-Zellen (Effektoren) wurden am selben Tag aufgetaut (siehe 5.1.4.4) und üN in 

NK-Medium mit 100 U/ml IL-2 in einer Dichte von 2 Mio/ml ausgesät.  

Am Tag des ivks, wurden die CFSE-markierten Targetzellen vor ihrem Einsatz über eine 

Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt, mit PBS gewaschen, gezählt und auf 

1 x 106 Zellen/ml in komplettem RPMI 1640 Medium eingestellt. Die NKAES-Zellen 

wurden mit PBS gewaschen und unter Berücksichtigung der NK-Zell-Frequenz ebenfalls 

auf 1 x 106 Zellen/ml in komplettem RPMI 1640 Medium eingestellt. Nun wurde die Ko-

Inkubation im Effektor:Target-Verhältnis von 3:1 und 1:1 (150 000:50 000 bzw. 100 000: 

100 000) mit einem Endvolumen von 200 µl und in Triplikaten angesetzt. Zur Unter-

scheidung von lebenden und toten Targetzellen, wurden die Ko-Kulturen mit PBS 

gewaschen und mit dem Lebend-/Tot-Farbstoff Succinimydyl Ester Pacific Blue für 10 

min bei RT im Dunkeln inkubiert. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 400 g für 5 

min. Um den Spontantod der Targetzellen während der Inkubationszeit zu evaluieren, 

wurden zusätzlich fünf Monokulturkontrollen miteinbezogen. Die Messung der Proben 

erfolgte am Durchflusszytometer BD LSR II. Die spezifische Lyse der Targetzellen 

errechnete sich wie folgt:  
                                                         

                                    
           

 

5.2.4.6 Intrazellularfärbung- funktionelle Subsetanalyse mittels Boolean-Gating 

 

Zur Analyse der funktionellen NK-Zellantwort bestimmter Subsets, wurden NKAES-

Zellen am Vortag aufgetaut (siehe 5.1.4.4) und in komplettem RPMI 1640 Medium inkl. 

10 % Humanserum mit 200 U/ml IL-2 in einer Dichte von 2 Mio/ml ausgesät. Am 

Analysetag wurden die Ansätze gezählt und unter Berücksichtigung ihrer NK-Zell-

Frequenz auf 0,5 x 106 Zellen/ml in 100 µl komplettem, jedoch FCS-freien RPMI 1640 

Medium inkl. 10 % Humanserum eingestellt. Anschließend wurde der CD107a-

Antikörper in entsprechender Verdünnung zugegeben und die Zellen darin für 1 h bei 

37 °C inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubation, wurde zu den Ansätzen Golgi-Plug 

(1:250) und die Targetzellen (L721.221*cw0602) im Effektor:Target-Verhältnis 1:3 

zugegeben. Nach einer Ko-Kultur von 6 h bei 37 °C, erfolgten alle weiteren Arbeitsschrit-

te auf Eis. Vor der Oberflächenfärbung wurden die Ansätze mehrmals mit FACS-Puffer 

gewaschen und anschließend in 50 µl FACS-Puffer inkl. der entsprechenden Oberflä-
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chen-Antikörper (Antikörperpanal siehe 5.2.3.4) in entsprechender Verdünnung für 

30 min bei 4 °C inkubiert. Wichtig ist hierbei zu erwähnen, dass zur Detektion von 

einzelpositiven KIR2DS1-Zellen der CD158a, h KIR2DL1/S1 (EB6B) in entsprechender 

Verdünnung erst 15 min nach Zugabe der anderen Antikörper zugegeben werden durfte 

(Fauriat et al., 2010; S. Xiong et al., 2013). Da einer der Oberflächenmarker mit einem 

unkonjugierten Primärantikörper (CD158k KIR3DL2, Q66) detektiert wurde, erfolgte vor 

der Oberflächenfärbung eine 30-minütige Inkubation der Ansätze in Blockierpuffer mit 

einer anschließenden 20-minütigen Inkubation des konjugierten Sekundärantikörpers 

(goat F(ab`)2 anti-mouse IgM APC) in entsprechender Verdünnung bei 4 °C im Dunkeln.  

Nun wurden die Ansätze mehrmals mit PBS gewaschen, bevor eine Lebend-/Tot-

Färbung mit ARD Succinimidyl Ester AF350 in PBS nach Herstellerangaben für 10 min 

bei RT im Dunkeln erfolgte. Nach erneutem mehrmaligen Waschen mit FACS-Puffer, 

wurde das intrazelluläre Perforin mittels des Fix&Perm® Permeabilsierungs-Kits gefärbt. 

Hierzu wurden die gewaschenen Zellen in 100 µl Caltac A resuspendiert und somit 

innerhalb der Inkubation von 20 min bei 4 °C im Dunkeln fixiert. Die Permeabiliserung 

und Färbung des intrazellulären Perforins erfolgte nach nochmaligem Waschen der 

Zellen mit FACS-Puffer schließlich durch die Inkubation des anti-Perforin-Antikörpers in 

entsprechender Verdünnung in 100 μl Caltac B für 45 min bei 4 °C. Abschließend 

wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und sofort analysiert. Alle 

Zentrifugationsschritte erfolgten auch hier bei 400 g für 5 min. Für die intrazelluläre 

Färbung wurden neben Isotypkontrollen auch „Baseline“-Ansätze miteinbezogen, welche 

keine Targetzellen sondern nur Medium enthielten und auf welche die Ko-Kultur-Ansätze 

normalisiert wurden.  

Zur Ermittlung des alloreaktiven Subsets wurde eine Kombination aus dem Hierarchi-

schen Gating und dem sog. Boolean Gating verwendet. Letzteres ist auch als „logisches 

Gating“ bekannt und wurde nach dem Mathematiker George Boole des 19. Jahrhunderts 

benannt, welcher an algebraischen Logiksystemen arbeitete. Mittels Boolean Gating 

können multiple fluoreszenzmarkierte Zellpopulationen ermittelt werden, welche auf 

einer „AND“, „OR“ und „NOT“ (UND, ODER, NICHT-Befehle) Logik basieren: so lassen 

sich beispielsweise Zellen ermitteln, die das Antigen a und b, aber nicht c exprimieren.  

 

5.2.4.7 Generierung von Zellkulturüberständen und LEGENDplex™-Assay 

 

Das LEGENDplex™ Human CD8/NK Panel ist ein Immunassay, welcher durch den 

Einsatz fluoreszenzmarkierter Beads eine gleichzeitige Quantifizierung verschiedener 

Proteine (IL-2, IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A, TNF, sFas, sFasL, IFN-γ, Granzym A, Granzym 
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B, Perforin und Granulysin) in einer Probe erlaubt. Die Messung erfolgt an einem 

Durchflusszytometer und die Auswertung mittels der hierfür vorgesehenen herstellerei-

genen Software (LEGENDplex™ Data Analysis Software Version 7.0). Zur Bestimmung 

dieser Proteine wurden Ko-Kulturen aufgetauter NKAES und Targetzellen 

(L721.221*cw0602) in komplettem RPMI 1640 Medium im Effektor:Target-Verhältnis 1:3 

für 18 h angesetzt. Am Folgetag wurden die Zellkulturüberstände abgenommen, für 

2 min bei 1000 g zentrifugiert und diese nach der Überführung in ein frisches Reaktions-

gefäß bei -80 °C bis zur Durchführung des Assays nach herstellerangaben gelagert. 

Jede Bead-Gruppe ist mit einem spezifischen Antikörper konjugiert und erlaubt die 

spezifische Bindung an ein jeweiliges Protein. Nach der Inkubation und einem Wasch-

schritt erfolgt die Zugabe eines biotinylierten Detektions-Antikörpers, welcher ebenfalls 

an die jeweiligen Proteine bindet: es entsteht ein Bead-Protein-Detektions-Antikörper-

Sandwich. Der Detektions-Antikörper wird schließlich durch die Zugabe von Streptavidin-

PE nachgewiesen und liefert Fluoreszenzsignalintensitäten proportional zur Menge an 

gebundenen Proteinen. Da die Beads im Durchflusszytometer nach Größe und internen 

Fluoreszenzintensitäten unterschieden werden können, lassen sich die proteinspezifi-

schen Populationen voneinander trennen und das PE-Fluoreszenzsignal quantifizieren. 

Unter Verwendung einer mitgeführten Standardkurve, lässt sich die Proteinkonzentration 

ermitteln.  

 

5.2.4.8 viSNE-Analysen 

 

viSNE ist ein Hilfsmittel für die nichtlineare Dimensionsreduktion und 2D-Visualisierung 

von hochdimensionalen Zytometriedaten, welches ursprünglich für die Analyse und 

Darstellung massenspektrometrischer Daten von menschlichen Blutzellen zur qualitati-

ven Unterscheidung verschiedener veränderter Blutzelltypen entwickelt wurde (Amir el et 

al., 2013). Als Interpretationshilfe und Analysemöglichkeit komplexer Experimente stellt 

viSNE eine Alternative zur „klassischen“ FACS-Auswertung dar, indem einzelne Zellen in 

einem visuellen Bild ähnlich einem Streudiagramm (Scatter plot) dargestellt werden. Die 

Position der Zellen innerhalb des Bildes entsteht, indem alle paarweisen Abstände in 

hoher Dimension verwendet werden.  

Die viSNE-Abbindungen dieser Arbeit (bh-SNE1/bh-SNE2) wurden mittels Standardein-

stellungen (Barnes-Hut-Algorithmus, no_dims= 2, perplexity= 30.000000 und theta= 

0.500000) des interaktiven Visualisierungswerkzeuges CYT (Dana Pe´er Lab of 

Computational Systems Biology, http://www.c2b2.columbia.edu/danapeerlab/html/cyt-

download.html) in Matlab (9.0.0.341360) errechnet. Exportierte FSC 2.0-Dateien der zu 

https://de.wikipedia.org/wiki/Barnes-Hut-Algorithmus
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analysierenden Population (CD56+CD3-NKG2A-CD107a+ oder Perforin+ Zellen) wurden 

in CYT analysiert und ~10 000 oder 4881 Events je Spender in den viSNE-Analysen 

einbezogen. Alle Spender wurden in derselben viSNE-Analyse einbezogen und erlaubt 

somit einen direkten Vergleich folgender Parameter der beiden Spendergruppen: 

KIR2DL1/S5, KIR2DL1/S1, KIR2DL2/L3/S2, KIR2DS3/S4, KIR3DL1, KIR3DL2, Perforin 

und CD107a. Die Skala der X- und Y-Achse wurde eingestellt auf -40 zu 40 oder -50 zu 

50; die Farbskala reicht von 0 (blau) bis 600 (rot).  

 

5.3 Q-RT-PCR 

5.3.1 Reagenzien und Equipment für die Q-RT-PCR 

Reagenz/Produkt Bezugsquelle 

DNase I Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

KAPA SYBR FAST Biorad iCycler 2x 
qPCR Mastermix 

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

NanoDrop 2000  Thermo Fischer Scientific GmbH, Ulm, Deutschland 

PCR System GeneAmp 9700  Applied Biosystems Deutschland GmbH  

PCR-Streifen mit 8 Gefäßen und Deckel  
Bio-Rad Laboratories GmbH, München,  
Deutschland 

Proteinase K  Macherey-Nagel GmbH & Co. KG  

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen GmbH, Stockach, Deutschland  

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen GmbH, Stockach, Deutschland  

Real-Time PCR Detection System 
CFX96  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München,  
Deutschland  

RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Stockach, Deutschland  

 

5.3.2 Oligonukleotide 

 
Zur Bestimmung des KIR-Genotyps wurden die entsprechenden Primersequenzen der 

Literatur (Vilches et al., 2007; Alves et al., 2009) entnommen. Aufgrund des KIR-

Polymorphismus wurden zur Detektion aller KIR-Allele für manche KIRs zwei Primer im 

Verhältnis 1:1 gemischt. Die Primer wurden von der Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, 

Deutschland) bezogen.  
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Gen Sequenz Forward 5’- 3’ Sequenz Reverse 3’- 5’ 

KIR2DL1 GTT GGT CAG ATG TCA TGT TTG AA CCT GCC AGG TCT TGC G 

KIR2DL2 AAA CCT TCT CTC TCA GCC CA GCC CTG CAG AGA ACC TAC A 

KIR2DL3 AGA CCC TCA GGA GGT GA CAG GAG ACA ACT TTG GAT CA 

KIR2DL4 TCA GGA CAA GCC CTT CTG C GGA CAG GGA CCC CAT CTT TC 

KIR2DL5 ATC TAT CCA GGG AGG GGA G CAT AGG GTG AGT CAT GGA G 

KIR3DL1 
CCA TYG GTC CCA TGA TGC T 

CCA CGA TGT CCA GGG GA 
TCC ATC GGT CCC ATG ATG TT 

KIR3DL2 CAT GAA CGT AGG CTC CG GAC CAC ACG CAG GGC AG 

KIR3DL3 AAT GTT GGT CAG ATG TCA G GCY GAC AAC TCA TAG GGT A 

KIR2DS1 
TCT CCA TCA GTC GCA TGA G 

GGT CAC TGG GAG CTG AC 
TCT CCA TCA GTC GCA TGA A 

KIR2DS2 TGC ACA GAG AGG GGA AGT A CCC TGC AAG GTC TTG CA 

KIR2DS3 CTT GTC CTG CAG CTC CT GCA TCT GTA GGT TCC TCC T 

KIR2DS4 GGT TCA GGC AGG AGA GAA T CTG GAA TGT TCC GTK GAT G 

KIR2DS5 AGA GAG GGG ACG TTT AAC C CTG ATA GGG GGA GTG AGT 

KIR3DS1 
CAT CGG TTC CAT GAT GCG 

CCA CGA TGT CCA GGG GA 
CAT CAG TTC CAT GAT GCG 

GalC  
(Kontrolle 1) 

TTA CCC AGA GCC CTA TCG TTC T GTC TGC CCA TCA CCA CCT ATT 

Necdin 
(Kontrolle 2) 

GGC TGC ACC TGA GGC TAA GCC CCA AAA GAA CTC GTA TTC 

 

5.3.3 Versuchsdurchführungen-PCR 

5.3.3.1 Isolation von DNA und RNA und reverse Transkription 

 

Die Isolation von DNA bzw. RNA erfolgte mittels der Kits QIAamp DNA Mini Kit bzw. 

RNeasy Mini Kit gemäß der Herstellerangaben aus 3-5 x106 Zellen. Die Bestimmung der 

isolierten DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgte am NanoDrop 2000.  

Für die reverse Transkription wurden 0,5 µg der isolierten RNA mittels des QuantiTect 

Reverse Transcription Kits nach Herstellerangaben inklusive einem 10-minütigen 

Inkubationsschritt zum Verdau genomischer DNA (gDNA) umgeschrieben. Für spätere 

Analysen wurden DNA und cDNA bei -20 °C und RNA bei -80 °C gelagert. 
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5.3.3.2 Protokoll zur Q-PCR und KIR-Genotypisierung 

 

Für einen Reaktionsansatz wurden folgende Komponenten mit Nuklease-freiem Wasser 

zu einem Endvolumen von 10 µl zusammenpipettiert: 

 

 - 5 µl KAPA SYBR Fast QPCR Master Mix 

 - 1 µl KIR-Primer (je 0,5 µl Forward- und Reverse-Primer in der Endkonzentration von                                             

                                0,25 µM bzw. 0,125 µM im Falle der Verwendung zweier Primer  

        derselben Richtung (siehe 5.3.2)) 

 - x µl Template cDNA (gemäß 25 ng RNA) oder 10 ng gDNA 

 

Die RT-PCR erfolgte im Bio-Rad Real -time cycler CFX -96 unter folgenden Laufbedin-

gungen:  

 
- Initiale Denaturierung:  20 sec bei 95 °C  

- Denaturierung:   3 sec bei 95 °C  

- Primerhybridisierung:  20 sec bei 64 °C  

 

Eine Schmelzkurvenbestimmung der RT-PCR-Produkte zur Überprüfung der Produkt-

spezifität erfolgte bei 76 °C bis 95 °C mit einem Temperaturanstieg von 0,1 °C pro 

Sekunde. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit DNase-freiem Wasser anstatt dem 

Template. Necdin und Galactosylceramidase (GalC) wurden als Positivkontrollen 

eingesetzt.  

Die quantitative real-time PCR erlaubt die Analyse der KIR-Genexpression, wodurch sich 

jeweils der KIR-Status und somit der Haplotyp der NK-Zellspender bestimmen lässt 

(Alves et al., 2009). Hierbei diente GalC als interne Kontrolle innerhalb der Ansätze. Die 

Analysen der Schmelzkurven erlaubt die Unterscheidung zwischen spezifisch vorhande-

nem KIR (Schmelzpunkt 81-88 °C) und der internen GalC-Kontrolle (Schmelzpunkt bei 

75 °C). Bei der Produktspezifität von KIR2DL2 wurde darauf geachtet, dass der 

Schwellenwert-Zyklus (threshold cycle, Ct) ≤ 32 war (Oevermann et al., 2014). Die 

Unterteilung des KIR-Genotyps anhand des B-content scores (0-4) entsprechend 

zentromerischer und telomerischer Genmotive erfolgte nach Vorgaben der Arbeitsgrup-

pe um Cooley (Cooley et al., 2010).   

 
  

32-40 Zyklen 
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5.3.3.3 HLA-Typisierung 

 
Die HLA-Typisierung erfolgte mittels direkter, hochauflösender (4-digit allel level/ high 

resolution) Sequenzierung der HLA-Gene (sequence based typing, SBT) gemäß der 

Erklärung von Helsinki der World Medical Association innerhalb des HLA-Labors unter 

der Leitung von Prof. Dr. Reinhild Klein (Universität Tübingen).   

 

5.4 Statistiken 

 
Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Version 6 (La Jolla California, 

USA). Zum Vergleich der ungepaarten Daten beider Haplogruppen wurde ein zweiseiti-

ger Mann-Whitney Test durchgeführt.  

 

javascript:sendEmail('reinhild.klein',%20'med,%20'uni-tuebingen.de',%20'')
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6. Ergebnisse 

 

6.1 Identifizierung und Charakterisierung von Haplotyp A und B Spendern 

sowie der L721.221*cw0602-Targetzelllinie 

 
Zur Feststellung, in wie weit aKIRs zur NK-Zell-Zytotoxizität beitragen, sollten zunächst 

gesunde NK-Zell-Spender hinsichtlich ihres KIR- und HLA-Status analysiert und 

selektiert werden. Da der aktivierende KIR2DS1 C2-Epitope erkennt, wurde in allen 

Analysen die B-LCL Transfektante L721.221*cw0602 als Zielzelle gewählt, da hier das 

C2-Epitop auf der Oberfläche präsentiert wird. Letztere sollte des Weiteren noch auf die 

Expression weiterer NK-Zell-Liganden untersucht werden. 

 

6.1.1 Selektion HLA-C1/C2 heterozygoter KIR-Haplotyp A und B Spender 

 
Der Mechanismus, bei welchem NK-Zellen eine Selbsttoleranz und ihre funktionale 

Kompetenz erwerben, wird als „Education“ bezeichnet (siehe 3.3.2). Unter Berücksichti-

gung der NK-Zell-Education wurden lediglich HLA-C1/C2 heterozygote Haplotp A und B-

Spender in den Analysen eingeschlossen (Tab. 4), da sich NK-Zellen mit KIR2DS1 nur 

in HLA-C2 homozygoten aber nicht heterozygoten Spendern hyporesponsiv verhalten 

(Fauriat et al., 2010; Pittari et al., 2013). 

 

Tabelle 4: HLA-Typisierung der in dieser Arbeit verwendeten Haplotyp A und B Spender. 

Die Daten zeigen die hochauflösende (4-digit), Sequenz-basierte Typisierung und die sich daraus 

ergebenden KIR-Liganden (KIRL) der 6 Haplotyp A (obere Gruppe) und B Spender (untere 

Gruppe). Modifiziert nach Baltner et al., 2017.  

Spender HLA-A Allele KIRL HLA-B Allele Spezifität/KIRL HLA-C Allele KIRL 

SNK18U 23:01 34:02 Bw4 - 44:03 44:03 Bw4 Bw4 07:01 04:01 C1 C2 

SNK24B 02:01 33:03 - - 44:02 58:01 Bw4 Bw4 03:02 05:01 C1 C2 

SNK49S 03:01 24:02 A3 Bw4 27:05 44:02 Bw4 Bw4 03:03 02:07 C1 C2 

SNK65W 01:01 02:01 - - 08:01 27:05 Bw6 Bw4 07:02 02:02 C1 C2 

SNK86W 02:01 24:02 - Bw4 15:01 35:02 Bw6 Bw6 03:04 04:01 C1 C2 

SNK87J 26:01 68:01 - - 08:01 13:02 Bw6 Bw4 07:02 06:02 C1 C2 

SNK17K 02:01 02:01 - - 18:01 44:02 Bw6 Bw4 07:01 05:01 C1 C2 

SNK22B 01:01 26:01 - - 08:01 45:01 Bw6 Bw6 07:01 06:02 C1 C2 

SNK32R 01:01 03:01 - A3 08:01 35:01 Bw6 Bw6 07:01 04:01 C1 C2 

SNK33S 23:01 33:01 Bw4 - 14:02 50:01 Bw6 Bw6 08:02 06:02 C1 C2 

SNK41K 01:01 02:01 - - 44:05 55:01 Bw4 Bw6 03:03 02:02 C1 C2 

SNK94B 01:01 02:01 - - 44:02 58:01 Bw4 Bw4 07:01 05:01 C1 C2 
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Neben dem heterozygoten HLA-C-Status galt es, ausschließlich die KIR-Haplotyp B 

Spender miteinzubeziehen, welche geno- (Tab. 5) als auch phänotypisch (Abb. 9) 

KIR2DS1 exprimieren. Insgesamt erfüllten jeweils 6 Haplotyp A und B Spender diese 

Kriterien und wurden somit in Analysen innerhalb dieser Arbeit eingeschlossen. 

Während sich genotypisch innerhalb der Haplotyp A Spender erwartungsgemäß keine 

Variation der vorkommenden KIRs zeigt (siehe auch 3.4.1), unterscheiden sich die 

Haplotyp B Spender in ihrem KIR-Vorkommen: so besitzt SNK22B beispielsweise als 

einziger Spender KIR2DL2 und KIR2DS2 und dafür kein KIR3DS1 (Tab. 5).  

 
Tabelle 5: KIR-Status der in dieser Arbeit verwendeten Haplotyp A (obere Gruppe) und 

Haplotyp B Spender (untere Gruppe). Die Unterteilung des KIR-Genotyps erfolgt anhand des 

B-content scores (0-4) entsprechend aus der Zahl der zentromerisch (Cen) oder telomerisch (Tel) 

gelegenen KIR-Genmotive. A/A = homozygoter Genotyp A, B/x = heterozygoter Genotyp B.             

■ = anwesender KIR, □ = abwesender KIR. Modifiziert nach Baltner et al., 2017. 

 

 
 

6.1.2 NKAES Haplotyp A und B Spender unterscheiden sich nicht in ihrer 

Expression verschiedener NK-Zellrezeptoren  

 
Nach Auswahl der Haplotyp A und B Spender wurden die NK-Zellen aus PBMCs isoliert 

und zur Steigerung ihrer Anzahl sowie der Erhöhung ihres antileukämischen Effekts 

nach dem modifizierten GMP-Protokoll (Good Manufacturing Practice) zur Generierung 

expandierter und aktivierter NK-Zellen (NK cell activation and expansion system, 

 
Inhibitorische KIRs Aktivierende KIRs 

Spender 
B-

content 
score 

KIR- 
Geno-

typ 
Cen Tel 

2
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D
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S
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SNK18U 0 AA AA AA               

SNK24B  0 AA AA AA               

SNK49S 0 AA AA AA               

SNK65W 0 AA AA AA               

SNK86W 0 AA AA AA               

SNK87J 0 AA AA AA              
 

 

SNK17K 1 Bx AA AB               

SNK22B 2 Bx AB AB               

SNK32R 2 Bx AB BB               

SNK33S 1 Bx AA AB               

SNK41K 1 Bx AA AB               

SNK94B 2 Bx AA AB               



Ergebnisse 

 

51 
 

Abbildung 6: Haplotyp A und B Spender unterscheiden sich nicht in der Expression 

verschiedener NK-Zellrezeptoren. Dargestellt ist der durchflusszytometrisch bestimmte 

Rezeptorstatus von NKAES der Haplotyp A (Symbole ungefüllt) und B (Symbole gefüllt) 

Spender. Der prozentuale Anteil des NK-Zell-Subsets der entsprechenden aktivierenden 

Rezeptoren bzw. NKG2A ist dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung. Modifiziert nach 

Baltner et al., 2017.  

NKAES) der Arbeitsgruppe um Fujisaki unter Zuhilfenahme von K562-mbIL15-4-1BBL 

„Feeder-Zellen“ und IL-2 für 14 Tage expandiert (siehe 5.1.4.7). Zur phänotypischen 

Detektion weiterer für die Toxizität maßgeblich entscheidender NK-Zellrezeptoren 

wurden aufgetaute und über Nacht in IL-2 kultivierte NKAES der Haplotyp A und B 

Spender durchflusszytometrisch auf die Anwesenheit weiterer aktivierender und 

inhibitorischer NK-Zellrezeptoren analysiert und die jeweiligen Populationsgrößen 

miteinander verglichen (Abb. 6). Demnach ergaben sich zwischen Haplotyp A und B 

Spender keine signifikanten Expressionsunterschiede von CD16, CD25, CD69, NKp30, 

NKp44, NKp46, NKG2D sowie NKG2A. 

 

 

 
 

 

6.1.3 Auswahl der L721.221*cw0602-Targetzelllinie und phänotypische Charakteri-

sierung ihres NK-Zell-Ligandenrepertoires 

 
Durchflusszytometrische Analysen zum Phänotypen der in dieser Arbeit verwendeten 

Targetzelllinie L721.221*cw0602 ergaben neben der zu erwartenden HLA-C2-

Expression (HLA-ABC) noch weitere Expressionen wichtiger NK-Zellrezeptor-Liganden 

wie ICAM-1, NKG2D-L sowie HLA-E (siehe auch 3.3.2.1). Die Zelllinie zeigt jedoch 

phänotypisch keine Expression der DNAM-1-Liganden CD112 und CD155 (Abb. 7A). Die 

genotypische Überprüfung der Anwesenheit des B7-H6 (Ligand für NKp30) erfolgte 

mittels RT-PCR und lässt sich auf L721.221*cw0602-Zellen nicht nachweisen (Abb. 7B).  
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6.2 Haplotyp A und B Spender unterscheiden sich nicht in ihrer zytotoxi-

schen Aktivität in vitro 

 

Um zu klären, ob Haplotyp B Spender im Gegensatz zu Haplotyp A Spender durch das 

Vorhandensein von aKIRs -insbesondere KIR2DS1- eine erhöhte NK-Zell-Zytotoxizität 

gegenüber den HLA-C2-präsentierenden L721.221-cw*0602-Targetzellen aufweisen, 

wurden die NKAES beider Spendergruppen in einem in vitro Zytotoxizitätstest funktionell 

getestet (siehe 5.2.4.5). Trotz aKIR-Expression, hier insbesondere KIR2DS1, zeigen 

Haplotyp B Spender (59,13 ± 17,56 % im E:T-Verhältnis 3:1 bzw. 36,10 ± 12,26 % im 

E:T-Verhältnis 1:1) im Vergleich zu Haplotyp A Spender (64,51 ± 18,06 % im Verhältnis 

3:1 bzw. 40,84 ± 14,54 % im Verhältnis 1:1) keine erhöhte spezifische Lyse gegenüber 

L721.221-cw*0602-Targetzellen (Abb. 8). 

 
 
 
 

Abbildung 7: Phänotypische Charakterisierung des NK-Zell-Ligandenrepertoires der 

L721.221*cw0602-Targetzellen. A) Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression 

von HLA-Klasse-I, ICAM-1, Pan-NKG2D-Liganden (NKG2D-L), DNAM-1-Liganden (CD112 

und CD155) sowie HLA-E. Dargestellt sind die mit dem jeweiligen antigenspezifischen 

Antikörper gefärbten Proben (schwarzes Histogramm, ungefüllt) sowie die der jeweiligen 

Isotypkontrollen (graues Histogramm, gefüllt). Pan-NKG2D-L entspricht der Analyse der NKG2D-

Liganden aus einem Cocktail bestehend aus den Antikörpern anti-MICA, anti-MICB und anti-

ULBP1-3. B) B7-H6 RT-PCR. Genotypische Überprüfung der Anwesenheit des B7-H6-Liganden 

des NK-Zellrezeptors NKp30. Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) der 

Amplifikationskurven. Als Positivkontrolle diente hierbei die cDNA von K562-mlIL15-41BBL-

Feederzellen. Modifiziert nach Baltner et al., 2017. 
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6.3 Bestimmung des alloreaktiven NK-Zell-Subsets 

 
Von alloreaktiven NK-Zellen spricht man, wenn die Spender-NK-Zellen einen iKIR für 

denjenigen Liganden besitzen, welcher auf den Leukämiezellen des Empfängers fehlt 

und zudem keine Expression von CD94/NKG2A aufweisen (siehe 3.5). Diese sind somit 

für die Lyse der Zielzellen verantwortlich, da ihre Bindung letztlich zur Aktivierung der 

NK-Zell-Zytotoxizität führt. Durch die Bestimmung des HLA- sowie KIR-Status lässt sich 

die NK-Zell-Alloreaktivität inklusive der Größe des alloreaktiven Subsets ermitteln. 

Tabelle 6 zeigt die Konstellation des KIR-KIRL-Repertoires der Haplotyp A und B 

Spender in Bezug auf L721.221*cw0602-Targetzellen. Da KIR3DL1 und KIR3DL2 nicht 

an HLA-C2 binden, werden die mit diesen Rezeptoren ausgestatteten NK-Zellen auch 

nicht inhibiert und sollten wie die Bindung von KIR2DS1 an C2 zur NK-Zell-Aktivierung 

führen (siehe auch 3.4.2): demnach setzt sich das alloreaktive Subset in Bezug auf die 

C2-Transfektante in allen Spendern aus NKG2A-KIR2DL1-KIR3DL1+ und/oder KIR3DL2+ 

und in Haplotyp B Spendern zusätzlich aus KIR2DS1+ NK-Zellen zusammen (Tab. 6, 

letzte Spalte). Da KIR2DL1 als inhibitorischer „Gegenspieler“ von KIR2DS1 ebenfalls 

direkt an HLA-C2 bindet und NK-Zellen, welche diesen iKIR tragen somit in ihrer Aktivität 

inhibiert würden, definiert sich das alloreaktive Subset in Bezug auf L721.221*cw0602-

Targetzellen nicht nur als NKG2A-negativ sondern zwingend auch als KIR2DL1-negativ. 

     

Abbildung 8: Haplotyp A und B Spender zeigen eine 

vergleichbare Zytotoxizität in vitro. Gezeigt ist die spezifische 

Lyse von NKAES 6 Haplotyp A (Symbole ungefüllt) und B 

Spender (Symbole gefüllt), welche paarweise in unabhängigen 

Zytotoxizitätstests gegen L721.221-cw*0602 im Verhältnis von 3:1 

und 1:1 eingesetzt wurden. Jeder Spenderwert errechnete sich 

aus technischen Triplikaten; dargestellt sind jeweils auch der 

Mittelwert ± Standardabweichung innerhalb der Spendergruppen. 

Trotz der Anwesenheit von aKIRs in Haplotyp B Spender ergab 

die statistische Auswertung (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) 

keinen signifikanten Unterschied in der NK-Zell-vermittelten 

antileukämischen Aktivität. Modifiziert nach Baltner et al., 2017.    
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Tabelle 6: Konstellationen des KIR-KIRL-Repertoires der Haplotyp A und B Spender in 

Bezug auf L721.221*cw0602-Targetzellen. Die NK-Zellspender wurden intern gekennzeichnet/ 

anonymisiert (SNK); entsprechend ihres HLA-Status bzw. ihres KIR-Genotyps und der daraus 

ermittelten KIR-Education, wurde das alloreaktive NK-Zell-Subset nach A. Moretta et al., 1990 

und L. Moretta et al., 2011 bestimmt, welches die Zytotoxizität aufgrund des KIR-Liganden-

Repertoires der L721.221*cw0602 Zielzellen vermittelt. Folgende KIRs wurden aus der Tabelle 

ausgeschlossen: KIR2DL4 (wird von allen Spendern exprimiert (siehe Tab. 5) und erkennt 

HLA-G), KIR3DS1 (gilt im klassischen Sinne nicht als alloreaktiver KIR) und KIR2DS4 (ist zum 

größten Teil ein löslicher Rezeptor, welcher das cw*0602-Allel nicht erkennt). Modifiziert nach 

Baltner et al., 2017.    
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KIRL 

Spender-Education der KIRs 
voraussichtliches 

alloreaktives NK-

Zell-Subset in 

Bezug auf 

L721.221-

cw*0602 (C2)** 

educated 
nicht 

educated 

A 

SNK18U ABw4 Bw4/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 

3DL1 
3DL2, 3DL3* 3DL1 

SNK24B Bw4/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 

3DL1 
3DL2, 3DL3* 3DL1 

SNK49S A3 ABw4 Bw4/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL1, 3DL2 

3DL3* 3DL1, 3DL2 

SNK65W Bw6/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 

3DL1 
3DL2, 3DL3* 3DL1 

SNK86W ABw4 Bw6/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 

3DL1 
3DL2, 3DL3* 3DL1 

SNK87J Bw6/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 

3DL1 
3DL2, 3DL3* 3DL1 

B 

SNK17K Bw4/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL1, 2DS1 

2DL5*, 3DL2, 
3DL3*, 2DS3* 

3DL1, 2DS1 

SNK22B Bw6/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL2, 
2DL3, 2DS1 

2DL5*, 3DL1, 
3DL2, 3DL3*, 
2DS2*, 2DS5* 

3DL1, 2DS1 

SNK32R A3 Bw6/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL2, 2DS1 

2DL5*, 3DL3*, 
2DS5* 

3DL2, 2DS1 

SNK33S ABw4 Bw6/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL1, 2DS1 

3DL2, 3DL3*, 
2DL5*, 2DS5* 

3DL1, 2DS1 

SNK41K Bw4/Bw6 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL1, 2DS1 

2DL5*, 3DL2, 
3DL3*, 2DS5* 

3DL1, 2DS1 

SNK94B Bw4/Bw4 C1/C2 
2DL1, 2DL3, 
3DL1, 2DS1 

2DL3*, 2DL5*, 
3DL2, 3DL3*, 

2DS5* 
3DL1, 2DS1 

* aufgrund fehlender Liganden als “nicht educated” eingeordnet (A. Moretta et al., 1990; Pende 

et al., 2009; L. Moretta et al., 2011).  

** C2 (cw*0602) wird nur direkt von KIR2DL1 und KIR2DS1 erkannt (Stewart et al., 2005; 

Chewning et al., 2007; Pende et al., 2009; Chapel et al., 2017). Die schwache Bindung durch 

KIR2DL2 und KIR2DL3  an das HLA-C2 cw*0602-Allel (Moesta et al., 2008; Pende et al., 2009; 

Schönberg et al., 2011) wurde hierbei vernachlässigt. 
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Die Ermittlung des alloreaktiven NK-Zell-Subsets erfolgte in einer „double-fluorescence“ 

Analyse mittels hierfür konzipiertem Antikörper-Panel (siehe 5.2.3.4) in Verbindung mit 

einem CD107a-Degranulations-Assay und durch eine Kombination aus dem Hierarchi-

schen Gating und dem sog. Boolean Gating (siehe 5.2.4.6). So konnte auf das 

Vorhandensein bzw. die Größe eines funktionellen alloreaktiven KIR2DS1-positiven 

Subsets und dessen Beitrag zur Zytotoxizität der Spender-NKAES in Bezug auf die 

L721.221*cw0602-Targets geschlossen werden. In Abbildung 9 ist die exemplarische 

durchflusszytometrische Gating-Strategie zur Identifizierung des alloreaktiven Subsets 

dargestellt.  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 9: Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Gating-Strategie 

zur Identifizierung des alloreaktiven NK-Zell-Subsets (angelehnt an Pende et al., 2009; 

Fauriat et al., 2010). Die Färbung von CD94/NKG2A (#131411) und der anti-KIR mAbs 

KIR2DL1 (#143211), KIR2DL2/L3/S2 (GL183), KIR2DL1/S1 (EB6B), KIR2DS3/S4 (JJC11.6), 

KIR3DL1 (DX9) und KIR3DL2 (Q66) in Kombination mit CD107a (H4A3) und Perforin (dG9) in 

unterschiedlichen Fluorochromen ermöglicht die Bestimmung des alloreaktiven aKIR-Subsets im 

Kontext der C2-Targetzell-Erkennung. Exemplarisch werden die Daten eines Haplotyp B 

Spenders (SNK33S) gezeigt. Unter Verwendung des Boolean Gatings konnten alloreaktive NK-

Zellen (in Abwesenheit von NKG2A und KIR2DL1) identifiziert werden, welche nur einen oder 

mehrere KIRs in Kombination exprimieren. Modifiziert nach Baltner et al., 2017. 
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Ein grundlegendes Problem, welches sich auch in der KIR-Literatur zeigt, besteht in der 

Tatsache, dass die durchflusszytometrische Analyse von aktivierenden KIRs -inklusive 

KIR2DS1- bislang nur sehr eingeschränkt möglich ist. Das liegt daran, dass die 

kommerziell erhältlichen KIR-Antikörper hauptsächlich für iKIRs erhältlich sind und durch 

die hohe Sequenzhomologie nicht jeder einzelne KIR spezifisch detektiert werden kann. 

Mittels der bereits erwähnten „double-fluorescence“ Analyse (Moretta et al., 2011; Pende 

et al., 2009), in welcher der gleiche KIR mit zwei verschiedenen Antikörpern detektiert 

wird, kann durch die geschickte Kombination zweiter Antikörper dann auf das Vorhan-

densein einer Population von NK-Zellen mit aktivierenden KIRs geschlossen werden, für 

die es keine Antikörper gibt. So war es in dieser Arbeit durch den Einsatz von anti-

KIR2DL1 (#143211) und anti-KIR2DL1/S1 (EB6B) schließlich möglich, KIR2DL1-

KIR2DS1+-NK-Zellen darzustellen (Abb. 9, untere Gating-Zeile, erstes Bild von links).  

 Die Verbindung der Darstellung einzelner KIRs mit einem CD107a-

Degranulations-Assay (Alter et al., 2004) und dem Sekretionsnachweis von Perforin 

nach Inkubation der NK-Zellen mit bestimmten Zielzellen erlaubt hier die Identifikation 

jener NK-Zell-Subsets, welche funktionell aktiv sind und somit für die Lyse der Zielzellen 

verantwortlich sein müssten. Unter Einbezug entsprechender anti-CD107a- und anti-

Perforin-Antikörper gelang die funktionelle Untersuchung des alloreaktiven Subsets in 

Bezug auf L721.221*cw0602-Targetzellen.   

 

6.4 Die Größe des alloreaktiven NK-Zell-Subsets ist in Haplotyp A und B 

Spendern vergleichbar 

 
Analysen zur alloreaktiven Subsetgröße der Haplotyp A und B Spender ergaben, dass 

Haplotyp B Spender (16,11 ± 7,1 %) im Vergleich zu Haplotyp A Spendern (16,76 ± 

7,2 %) trotz der zusätzlichen KIR2DS1-Expression keinen signifikanten Unterschied in 

der Populationsgröße der KIR3DL1+, KIR3DL2+ und/oder KIR2DS1+ NKG2A-KIR2DL1-

(KIR2DL2/L3/S2-KIR2DS3/S4-)-NK-Zellen zeigen (Abb. 10A). Das alloreaktive Subset 

setzt sich hierbei nicht nur aus der Summe der KIR2DS1-, KIR3DL1-, und KIR3DL2-

Einzelpositiven, sondern auch aus allen Kombinationen dieser KIRs als doppel- und 

dreifachpositive NK-Zellen zusammen (siehe auch Abb. 9 Boolean Gating).  

 

Betrachtet man die Populationsgröße der einzelpositiven alloreaktiven KIRs, so zeigt 

sich, dass das KIR2DS1-einzelpositive NKG2A-KIR2DL1-(KIR3DL1-KIR3DL2-

KIR2DL2/L3/S2-KIR2DS3/S4-)-NK-Zellsubset der Haplotyp B Spender mit 1,41 % 

(± 0,85 %) sehr klein ausfällt (Abb. 10B). Die Größe der KIR3DL1- sowie KIR3DL2-
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Abbildung 10: Die Größe des alloreaktiven Subsets ist in HLA-C1/C2 heterozygoten 

Haplotyp A und B Spendern vergleichbar. Gezeigt ist die Größe des alloreaktiven Subsets (A) 

sowie die Größe des 2DS1
+
-, 3DL1

+
- oder 3DL1

+
-einzelpositiven NK-Zell-Subsets (B), inkl. des 

jeweiligen Mittelwerts ± Standardabweichung nach Ermittlung durch „double-fluorescence“ 

Analysen (unter Ausschluss von NKG2A und KIR2DL1) der jeweiligen Spender-NKAES. Das 

fehlende Symbol (Raute gefüllt) des Spenders SNK32R für KIR3DL1 erklärt sich aus seiner 

fehlenden KIR3DL1-Expression (siehe auch Tab. 5). N.A. nicht anwendbar. Die statistische 

Auswertung (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) ergab keine signifikanten Unterschiede in der 

Größe des alloreaktiven Subsets. Modifiziert nach Baltner et al., 2017.  

 

einzelpositiven Populationen der Haplotyp A (4,22 ± 3,32 % KIR3DL1-Einzelpositive und 

10,83 ± 7,26 % KIR3DL2-Einzelpositive) und B Spender (2,64 ± 2,49 % KIR3DL1-

Einzelpositive und 11,08 ± 6,99 % KIR3DL2-Einzelpositive) ist dabei vergleichbar und 

unterscheidet sich nicht signifikant. Die Größe der KIR2DS1+KIR3DL1+- bzw. 

KIR2DS1+KIR3DL2+-doppelpositiven NK-Zellpopulationen war vernachlässigbar 

(Mittelwert < 1 %; Daten nicht gezeigt).  

 

 
 

6.5 viSNE-Analysen zeigen ein ähnliches Clustering von CD107a+NKG2A--

und Perforin+NKG2A--NK-Zellen der Haplotyp A und B Spender 

 
Um den relativen Beitrag der KIR2DS1-Expression zur Gesamt-NK-Funktionalität 

darzustellen, wurden aus den durchflusszytometrischen Daten auch viSNE-Analysen 

durchgeführt (siehe 5.2.4.8). Dabei stellt viSNE eine Alternative zur „klassischen“ FACS-

Auswertung dar und ermöglicht eine visuelle Darstellung der einzelnen Parameter/ 

Antikörper. Indem alle 12 Spender in derselben Analyse eingeschlossen wurden, ergibt 

sich durch das Verrechnen der eingeschlossenen Parameter ein ähnliches Muster, 

welches nun einen direkten Vergleich zwischen den Spendergruppen ermöglicht (Abb. 

11A). Hierzu wurde auf das CD107a+NKG2A-- und auf das Perforin+NKG2A--NK-Zell-

Subset gegatet. Die einzelnen KIR-Parameter innerhalb des sich ähnelndem Muster, 

welche CD107a- (Abb. 11B) bzw. Perforin-positiv (Abb. 11C) sind, werden als gelblich 

bis rötliche Cluster aufgezeigt.  
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Vergleicht man jeweils das Muster von Haplotyp A und B Spender, welches sich aus der 

gegateten CD107a- bzw. Perforin-positiven Population ergibt, so fällt auf, das es nicht 

völlig identisch ist, sondern bei dem der Haplotyp B Spender ganze „Inseln“ fehlen (im 

CD107a-Muster fehlt jeweils eine Insel auf 12, 3 und 5 Uhr; im Perforin-Muster auf 6 und 

11 Uhr; Abb. A‘). Vergleicht man diese Inseln nun mit denen des Musters der jeweiligen 

darüber liegenden Haplotyp A-Zeile, so gehören alle fehlenden CD107a- bzw. Perforin-

Abbildung 11: viSNE-Analysen zeigen ein ähnliches Clustering von CD107a
+
NKG2A

-
- und 

Perforin
+
NKG2A

-
-NK-Zellen der Haplotyp A und B Spender. Dargestellt sind viSNE 

Abbildungen (bh-SNE1/bh-SNE2) der 6 Haplotyp A (obere Reihe) und B Spender (untere Reihe). 

In der dritten Dimension (Farbskala) ist die relative Expression des entsprechenden Antigens 

gezeigt. A) Identifizierung jedes Spenders durch individuelle Farbcodierung. A‘) Identifizierung 

fehlender „Inseln“ im Muster der Haplotyp B Spender. B, C) viSNE Analysen CD107a-positiver 

(B) und Perforin-positiver (C) NK-Zellen nach Ko-Kultur mit L721.221-cw*0602-Zellen. Im 

Vergleich zu Haplotyp A Spender exprimieren Haplotyp B Spender ein kleines KIR2DS1
+
NKG2A

-

-NK-Zell-Subset, welches deutlich CD107a- und Perforin-positiv ist. Modifiziert nach Baltner et 

al., 2017. 
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positiven Inseln der Haplotyp B Spender zum KIR2DS3/S4-positiven Cluster bzw. die 

Zellen sind z.T. auch KIR2DL1-, KIR3DL1 und KIR3DL2-mehrfach positiv (Abb. 11B, C). 

Ferner stammen diese CD107a- und KIR2DS3/S4-postiven Zellen überwiegend von den 

Haplotyp A Spendern SNK65W (rot), SNK18U (gelb) und SNK24B (blau), während die 

Perforin- und KIR2DS3/S4-positiven Zellen überwiegend die Inseln der Haplotyp A 

Spender SNK65W (rot), SNK18U (gelb) und SNK49S (magenta) bilden (Abb. 11A‘). 

Grundsätzlich kann festgestellt werden, dass alle KIRs bei beiden Spendergruppen 

ähnlich clustern und sich die roten KIR-positiven Bereiche bei Haplotyp A und B in 

Größe sowie dem Bereich innerhalb des Musters ähneln. Eine Ausnahme stellt KIR2DS1 

dar, welches sich erwartungsgemäß nur im Muster der Haplotyp B Spender als 

vereinzeltes kleineres Cluster vorfinden lässt. Dadurch, dass die über das ganze Muster 

verstreuten KIR2DS1-Cluster innerhalb der Haplotyp B Spender z.T. deckungsgleich mit 

den Positionen der anderen KIRs sind, lässt sich auch feststellen, dass es mehrere 

funktionelle KIR2DS1-positive NK-Zell-Subsets gibt.  
 

6.6 Die Expression von KIR2DS1 trägt nicht signifikant zur Gesamt-NK-Zell-

Zytotoxizität HLA-C1/C2 heterozygoter Haplotyp B Spender bei 

 
Funktionelle Untersuchungen der NK-Zellantwort des alloreaktiven Subsets in Bezug auf 

L721.221*cw0602-Stimmunlation belegen, dass das kleine KIR2DS1-einzelpositive NK-

Zell-Subset im hohen Maße degranuliert bzw. positiv für CD107a (41,4 ± 16,74 %) und 

ebenso für Perforin (Δ -40,25 ± 23,13 %) ist (Abb. 12A). Somit zeigen KIR2DS1-

einzelpositive NK-Zellen innerhalb der Haplotyp B Spender funktionell die größte 

L721.221*cw0602-bedingte NK-Zellantwort im Vergleich zu jenen Zellen, welche die 

beiden anderen alloreaktiven KIRs KIR3DL1 (19,34 ± 18,63 % bzw. Δ -41,96 ± 12,14 %) 

oder KIR3DL2 (27,67 ± 17,37 % bzw. Δ -37,68 ± 17,61 %) exprimieren. Hier unterschei-

det sich die funktionelle Antwort zwischen Haplotyp A und B Spendern sowohl bei der 

Degranulation (35,97 ± 13,04 % KIR3DL1+-einzelpositive-CD107a+ bzw. 28,92 ± 

13,26 % KIR3DL2+-einzelpositive-CD107a+) als auch bei der Perforin-Sekretion (Δ          

-30,53 ± 17,16 % KIR3DL1+-einzelpositive-Perforin+ bzw. Δ -32,81 ± 17,64 % KIR3DL2+-

einzelpositive-Perforin+) nicht signifikant.       

 Nach funktioneller Analyse des gesamten alloreaktiven NK-Zell-Subsets 

(KIR3DL1+, KIR3DL2+ und/oder KIR2DS1+ NKG2A-KIR2DL1-(KIR2DL2/L3/S2-

KIR2DS3/S4-)) der Haplotyp A und B Spender, lässt sich trotz KIR2DS1-Expression der 

B Spender kein Unterschied in der Degranulation (Haplotyp A vers. B: 34,32 ± 11,96 % 

vers. 34,58 ± 14,05 %) oder Perforin-Sekretion feststellen (Haplotyp A vers. B: Δ -30,99 

± 18,03 % vers. Δ -36,98 ± 17,74 %) (Abb. 12B).  
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Abbildung 12: Das alloreaktive KIR2DS1
+
NKG2A

-
KIR2DL1

-
 NK-Zell-Subset in HLA-C1/C2 

Spender ist funktionell höchst responsiv aber quantitativ zu klein um zur Gesamt-

Zytotoxizität beizutragen. Gezeigt ist die mittels funktioneller „double-fluorescence“ 

Subsetanalyse ermittelte CD107a- oder Perforin-Expression unterschiedlicher NKAES-

Zellpopulationen Haplotyp A (Symbole ungefüllt) und B (Symbole gefüllt) Spender nach Ko-

Kultur mit L721.221*cw0602 Targetzellen inkl. des jeweiligen Mittelwerts ± Standardabweichung. 

Die hier dargestellten Werte wurden entsprechend auf separat nur in Medium kultivierten NK-

Zellen (Baseline-Level) normiert, sodass die Degranulation mit einer Abnahme des Perforin-

Gehaltes einhergeht. N.A. nicht anwendbar. A) Die Frequenzen der CD107a-
 
oder Perforin-

exprimierenden einzelpositiven 2DS1
+
-, 3DL1

+
- oder 3DL2

+
-NKG2A

-
KIR2DL1

-
-NK-Zell-

populationen. Das 2DS1
+
-einzelpositive NK-Zell-Subset ist zum großen Teil CD107a-positiv bzw. 

sekretiert Perforin. B) Die Größe des CD107a-
 

oder Perforin-exprimierenden gesamten 

alloreaktiven NK-Zell-Subsets und (C) des alloreaktiven KIR2DS1
+
(NKG2A

-
KIR2DL1

-
)-Subsets 

der Haplotyp B Spender, welches neben KIR2DS1 auch andere KIRs exprimieren kann. D) Die 

Größe der CD107a-
 
oder Perforin-exprimierenden CD56

+
CD3

-
-Gesamt-NK-Zellpopulation. Die 

statistische Auswertung (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) ergab trotz der hohen CD107a-

Expression des alloreaktiven 2DS1-positiven Subsets, keine signifikanten Unterschiede in der 

Gesamtdegranulation und Perforin-Synthese zwischen Haplotyp A und B Spender. Modifiziert 

nach Baltner et al., 2017. 
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Auch wenn die alloreaktive KIR2DS1-exprimierende NK-Zellpopulation der Haplotyp B 

Spender (Abb. 12C), welche neben KIR2DS1 auch noch andere KIRs exprimieren kann 

(KIR2DS1+NKG2A-KIR2DL1-(„xKIR+“)), sogar in Bezug auf L721.221*cw0602-

Targetzellen noch funktioneller (34,58 ± 14,05 % CD107a+ bzw. Δ -36,98 ± 17,74 % 

Perforin+) zu sein scheint als die Gesamtheit des alloreaktiven NK-Zell-Subsets 

(KIR3DL1+, KIR3DL2+ und/oder KIR2DS1+ NKG2A-KIR2DL1-(KIR2DL2/L3/S2-

KIR2DS3/S4-); 48,43 ± 14,57 % CD107a+ bzw. Δ -40,61 ± 22,46 % Perforin+) (Abb. 12B), 

spiegelt sich dies (ähnlich der Daten des in vitro Zytotoxizitätstests, Abb. 8) nicht in einer 

signifikanten Erhöhung der NK-Zell-Funktionalität im Vergleich zu Haplotyp A Spendern 

wieder (CD107a+ und Perforin+ Haplotyp A vers. B: 16,30 ± 10,00 % und Δ -27,05 

± 19,75 % vers. 14,85 ± 11,49 % und Δ -33,60 ± 16,43 %) (Abb. 12D).  

 

6.7 Haplotyp A und B Spender unterscheiden sich nicht in der Sekretion 

zytolytischer Proteine nach L721.221*cw0602-Stimulation 

 
NK-Zellen lysieren Zielzellen durch die gerichtete Freisetzung zytoplasmatischer Granula 

ähnlich sekretorischer Lysosome, welche lytische Proteine wie Perforin, Granulysin und 

Granzyme enthalten (siehe auch 3.3.1). Mit Hilfe des LEGENDplex-Assays ist es 

möglich, Zellüberstände von NKAES Haplotyp A und B Spender nach L721.221*cw0602-

Target-Ko-Kultur quantitativ auf diese zytolytischen Proteine und IFN-γ zu untersuchen 

(siehe 5.2.4.7). Abbildung 13 zeigt die Auswertung der durchflusszytometrisch 

ermittelten Konzentrationen von IFN-γ, Granzym A und B, Perforin und Granulysin als 

Balkendiagramm (Abb. 13A) und zur Visualisierung der einzelnen Spenderwerte auch 

als Heatmap (Abb. 13B) veranschaulicht. Wie bereits die Daten der Subsetanalysen 

darlegen, unterscheiden sich die NKAES der Haplotyp A und B Spender in Bezug auf die 

Target-Stimulation auch nicht in der Freisetzung von IFN-γ und der zytolytischer Proteine 

nicht signifikant. Dabei fanden sich in den Überständen beider Spendergruppen 

vernachlässigbare Konzentrationen an IFN-γ aber sehr hohe Konzentrationen von 

Granzym A und Granulysin (Abb. 13A).      

 Betrachtet man die Heatmap, welche steigende Konzentrationen einzelner 

Spender hier als Farbskala von grün (wenig) über gelb (mäßig) bis rot (viel) aufzeigt, 

lässt sich feststellen, dass die Spendervarianz innerhalb der Haplotypen vergleichbar ist: 

So sekretieren beispielsweise SNK65W und SNK86W (Haplotyp A Spender) und 

SNK17K und SNK32R (Haplotyp B Spender) in beiden Gruppen sehr viel Granzym A 

und Granulysin. 
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Abbildung 13: Haplotyp A und B Spender unterscheiden sich nicht in der Sekretion 

zytolytischer Proteine nach Ko-Kultur mit L721.221*cw0602-Targetzellen. Gezeigt sind die 

im Zellüberstand gemessenen Konzentrationen (pg/ml) an IFN-γ, Granzym A und B, Perforin und 

Granulysin von NKAES Haplotyp A und B Spender nach 18 h Ko-Kultur mit L721.221*cw0602-

Targetzellen im Effektor:Target-Verhältnis von 1:3. A) Darstellung der LEGENDplex-Daten als 

Mittelwerte inkl. Standardabweichung im Balkendiagramm bzw. (B) als Heatmap (von 0 (grün) 

bis 6000 pg/ml (rot)). Die statistische Auswertung (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) ergab 

keine signifikanten Unterschiede in der Sekretion zytolytischer Proteine und IFN-γ.  
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7. Diskussion 

 

7.1 Der Einfluss von KIR2DS1 bei der HSZT 

 
Nachdem erste Erkenntnisse die Bedeutung der iKIRs für den Ausgang der HSZT 

darlegten, konzentrierten sich spätere Studien auch auf den Einfluss der aKIRs. Die 

Diversität der KIR-Genfamilie und der Einfluss des KIR/KIRL-mismatch auf den Ausgang 

der HSZT wurden dabei vielfach untersucht. Zweifellos existieren fundierte epidemiologi-

sche Belege aus großen Kohortenstudien zur idealen Spenderauswahl bei der 

Behandlung von Leukämie, nach denen Spender mit aKIR-Expression zu einem 

verbesserten Ausgang nach HSZT beitragen (Cooley et al., 2009; Cooley et al., 2010; 

Venstrom et al., 2012; Oevermann et al., 2014). Die Gruppe um Venstrom konnte 

beispielsweise zeigen, dass AML-Patienten, welche mit hämatopoetischen Stammzellen 

von Spendern mit alloreaktiven, KIR2DS1-positiven NK-Zellen transplantiert wurden, 

eine niedrigere Rückfallquote im Vergleich zu KIR2DS1-negativen Spendern aufweisen 

(Venstrom et al., 2012). Ähnlich berichteten beispielsweise Mancusi und Kollegen, dass 

Transplantationen von Spender mit KIR2DS1 und/oder KIR3DS1 zu reduzierter Rezidiv-

freier Mortalität und verbessertem Überleben führen (Mancusi et al., 2015). Ebenso 

assoziierte die Gruppe um Demanet die Anwesenheit von KIR2DS1 auf Spender-Zellen 

mit einer signifikant verringerten Rezidivquote für Empfänger nach Transplantation 

(Verheyden et al., 2005). Zusammen mit KIR2DS1 werden auch die KIR-Gene 

KIR2DL5A und KIR3DS1 innerhalb der Haplotyp B Spender mit einem verbesserten 

Überleben von AML-Patienten assoziiert (Stringaris et al., 2010).   

 
Allerdings finden sich auch gegenteilige Studien, in denen die Expression der aKIRs 

vernachlässigbar oder sogar nachteilig zu sein scheint (Kröger et al., 2006; H. J. Kim et 

al., 2007; McQueen et al., 2007; Giebel et al., 2009; Nowak et al., 2015). Kröger et al. 

untersuchten beispielsweise KIR-Haplotypen AML-erkrankter Patienten nach T-Zell-

depletierter nicht-verwandter HSZT. Dabei konnten sie beobachten, dass nur jene 

Patienten, welche Transplantate von Haplotyp A Spendern bzw. nur wenige aKIR-Gene 

trugen, ein verbessertes Krankheits- und Rezidiv-freies Überleben zeigten (Kröger et al., 

2006). Der Einfluss des KIR-Genotyps von Spender und Empfänger und der Ausgang 

nach HSZT unter HLA-übereinstimmenden Geschwistern wurden von der Arbeitsgruppe 

um McQueen untersucht. Hier wurde eine höhere Überlebenschance für KIR-B-

Empfänger assoziiert, welche Transplantate von KIR-A-Spendern erhielten. Umgekehrt 

konnte bei der Kombination aus KIR-Haplotyp B Spendern an Haplotyp A Empfänger ein 
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erhöhtes Rezidiv und akute GvHD ohne GvL-Effekt verzeichnet werden (McQueen et al., 

2007).  

 

Daten von pädiatrischen ALL-Patienten zeigten, dass KIR2DS1 bei der Lyse von C2/C2-

Blasten nach KIR-KIRL-mismatched haplo-HSZT beteiligt ist (Pende et al., 2009). In 

diesen Patienten konnten also die sich entwickelten alloreaktiven, KIR2DS1-positiven 

NK-Zellen eine Zytotoxizität vermitteln. Dies weist auch darauf hin, dass die Education 

dieser NK-Zellen nicht durch die Empfänger-Mikroumgebung erfolgt haben muss, da 

nach Ergebnissen von der Arbeitsgruppe um Fauriat festgestellt wurde, dass sich 

KIR2DS1-positive NK-Zellen via Education hyporesponsiv verhalten, wenn sie 

ausschließlich aus einer HLA-C2-Umgebung stammen (Fauriat et al., 2010). Unterstüt-

zend hierzu liefern Daten einer weiteren Arbeit, welche besagt, dass die Education von 

NK-Zellen von den Liganden der Spender und nicht von denen der Empfänger abhängig 

ist; zudem soll diese für einige Jahre stabil bleiben (Haas et al., 2011). Die Tatsache, 

dass diese KIR2DS1-positiven NK-Zellen die Spender-Education aufwiesen, kann durch 

die große Menge der verabreichten Stammzellen erklärt werden (A. Moretta et al., 2008; 

L. Moretta et al., 2011; Vivier et al., 2011).  

 

Bei der Haplo-HSZT spielt allerdings zur optimalen Spenderauswahl auch die Informati-

on über die Größe der alloreaktiven NK-Zell-Population und die Beurteilung seiner 

Zytotoxizität gegenüber Blasten eine entscheidende Rolle (Pende et al., 2005; Pende et 

al., 2009). Die Größe des alloreaktiven Subsets schwankt dabei Spenderabhängig 

zwischen 1-50 % (Ljunggren und Malmberg, 2007), was die Wichtigkeit ihrer Bestim-

mung deutlich macht, da nur solche Spender gewählt werden sollten, welche über das 

größte und somit effektivste Subset verfügen (Chewning et al., 2007; Pende et al., 

2009).  

 

7.1.1 Die Expression von KIR2DS1 trägt nicht signifikant zur NK-Zell-Zytotoxizität 

HLA-C1/C2 heterozygoter Haplotyp B Spender bei 

 

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Untersuchung der aKIR-Expression bzw. die 

Bestimmung der Größe des alloreaktiven Subsets -insbesondere von KIR2DS1- und die 

Auswirkungen in Bezug auf die Lyse von L721.221*cw0602-Targetzellen; einer EBV-

transformierten B-LCL, welche HLA-C2 auf der Oberfläche präsentiert. Hierzu erfolgte 

die Identifikation HLA-C1/C2 heterozygoter KIR-Haplotyp A und B Spender, ihre in vitro 

Expansion und Aktivierung zu NKAES sowie schließlich die funktionelle Untersuchung 
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zur Beantwortung der Frage, ob „mehr“ (KIRs) wirklich „besser“ ist. Aus der Literatur war 

bereits bekannt, dass KIR2DS1 bei der NK-Zell-vermittelten Lyse EBV-transformierter 

Zelllinien involviert ist (A. Moretta et al., 1995; Stewart et al., 2005; Chewning et al., 

2007; Foley et al., 2008).  

Epstein-Barr-Virus (EBV) transformierte, humane B-lymphoblastoide Zelllinien werden 

alternativ für Bindungsstudien und der Evaluierung der NK-Zellzytotoxizität zu Patienten-

Blasten eingesetzt (Chewning et al., 2007; Pende et al., 2009; Schönberg et al., 2011; 

Sivori et al., 2011; Chapel et al., 2017). Da wie bereits erwähnt u.a. von der Arbeits-

gruppe um Fauriat schon bekannt war, dass KIR2DS1+-NK-Zellen sich aus HLA-C1/C2 

heterozygoten Spendern (im Gegensatz von Zellen aus einem HLA-C2-homozygoten 

Background) nicht hyporesponsiv verhalten (Fauriat et al., 2010), wurden nur solche 

Spender in Analysen zu dieser Arbeit eingeschlossen. 

Funktionelle Unterschiede zwischen NKAES Haplotyp A und B Spender mittels in vitro 

Zytotoxizitätstests konnten trotz geno- als auch phänotypischer Anwesenheit von 

KIR2DS1, welcher als aKIR direkt an das HLA-C2-Epitop bindet, nicht festgestellt 

werden; die Zytotoxizität zwischen den Spendergruppen in Bezug auf L721.221*cw0602-

Targetzellen war vergleichbar (Abb. 8). Eine quantitative Bestimmung sekretierter 

zytolytischer Proteine wie Granzym A und B, Perforin oder Granulysin der Spender nach 

Targetstimmulation war ebenfalls ohne signifikanten Unterschied (Abb. 13). Auch wenn 

noch nicht alle Liganden von aKIRs identifiziert werden konnten, so liegt im Falle von 

KIR2DS1 eine direkte Bindung an C2 vor, sodass eine erhöhte Zytotoxizität der 

Haplotyp B Spender schon zu erwarten gewesen wäre, zumal auch gezeigt werden 

konnte, dass sich die aus der KIR2DS1-C2-Interaktion resultierenden aktivierenden 

Signale nicht nur über die der CD94/NKG2A- (bindet an HLA-E, welcher ebenfalls von 

den Targetzellen präsentiert wird, Abb. 7A), sondern auch über die der HLA-C2-

Erkennung durch KIR2DL2/L3 bedingten inhibitorischen Signale hinwegsetzen (Pende et 

al., 2009). Da KIR2DS1 C2 mit einer sehr viel schwächeren Affinität bindet als sein 

inhibitorischer Gegenspieler KIR2DL1 (Stewart et al., 2005), ist anzunehmen, dass die 

ähnliche Zytotoxizität der beiden Spendergruppen mit einer Maskierung der aktivieren-

den KIR2DS1-Signale durch KIR2DL1 einhergeht. Natürlich wäre auch denkbar, dass 

die NKAES der Haplotyp A Spender vergleichsweise ein größeres NK-Zell-

Rezeptorrepertoire aufweisen; dem ist aber nicht so (Abb. 6): Haplotyp A und B Spender 

unterscheiden sich nicht in ihrer Expression wichtiger aktivierender Rezeptoren wie 

beispielsweise CD16, den NCRs (NKp30, NKp44 und NKp46) oder NKG2D.  
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Durch Mehrfarben-FACS und der gleichzeitigen Kombination monoklonaler Antikörper 

(mAbs) für denselben KIR, lässt sich die Größe des alloreaktiven NK-Zell-Subsets 

entsprechend des HLA-Status, KIR-Genotyps und der daraus ermittelten KIR-Education 

ermitteln, welches sich bei diesen Spendern in Bezug auf die C2-Transfektante aus den 

KIRs KIR3DL1, KIR3DL2 und/oder KIR2DS1 mit Ausschluss von KIR2DL1 und 

CD94/NKG2A zusammensetzt (Tab. 6, Abb. 9). Durch erhebliche Fortschritte in der 

Generierung von mAbs, welche eine Unterscheidung zwischen Sequenzhomologen iKIR 

und aKIR ermöglichen (David et al., 2009; Pende et al., 2009; Czaja et al., 2014), gelang 

auch hier die Abgrenzung der KIR2DS1-positiven von der KIR2DL1-positiven NK-

Zellpopulation (Abb. 9). Hiermit ließen sich im Gegensatz zum Zytotoxizitätstest durch 

den Einsatz eines CD107a-Degranulations-Assays (inklusive der intrazellulären Färbung 

von Perforin) und dem Hierarchischen- bzw. Boolean-Gating einzelne funktionelle 

Subsets in Bezug auf L721.221*cw0602-Targets darstellen. Die Größe des alloreaktiven 

Subsets unterscheidet sich zwischen den Haplotypen trotz der zusätzlichen KIR2DS1-

Expression der Haplotyp B Spender und der möglichen Kombinationen doppel- und 

dreifachpositiver KIR3DL1-, KIR3DL2 und/oder KIR2DS1-Zellen nicht (Abb. 10A); eine 

Darstellung der KIR3DL1-, KIR3DL2 und KIR2DS1-einzelpositiven Populationsgrößen 

legt offen, dass das alloreaktive KIR2DS1-Subset einen sehr kleinen Beitrag zur 

gesamten alloreaktiven Subsetgröße beiträgt (Abb. 10B). Da in diesem Setting zur 

Alloreaktivität gegen die C2-Transfektante ein Ausschluss der inhibitorischen Rezepto-

ren CD94/NKG2A und KIR2DL1 unabdingbar ist und diese Rezeptoren maßgebend in 

der NK-Zell-Regulation durch MHC-Klasse-I-Moleküle sind (A. Moretta et al., 1996; 

Cheent und Khakoo, 2009), wurde ähnlich den Daten von der Arbeitsgruppe um 

Schönberg (Schönberg et al., 2011) auch keine große KIR2DS1-einzelpositive 

Population erwartet (zumal auch die inhibitorischen KIRs KIR2DL2/L3 im Gating 

ausgeschlossen wurden; Abb. 9). Grundsätzlich wird die Expression von KIR2DS1 nicht 

von dem HLA-C-Status beeinflusst (Cognet et al., 2010; Fauriat et al., 2010).    

Dass das kleine alloreaktive KIR2DS1-einzelpositive (oder in Kombination mit anderen 

KIRs (Abb. 12C)) Subset HLA-C1/C2 heterozygoter Spender durchaus funktionell in 

Bezug auf die C2-Targetzelllinie ist, dies sich allerdings nicht in einer höheren Funktiona-

lität des alloreaktiven Subsets (bestehend aus KIR3DL1, KIR3DL2 und/oder KIR2DS1) 

widerspiegelt, lieferten Daten des CD107a-Degranulations-Assays im Kombination mit 

der intrazellulären Färbung von Perforin (Abb. 12A, B) bzw. die visuelle Darstellung 

mittels viSNE-Analysen CD107a- bzw. Perforin-positiver Zellen (Abb. 11B, C). Betrachtet 

man die Funktionalität der gesamten NK-Zell-Population ohne Ausschluss von NKG2A 

und KIR2DL1 beider Spendergruppen (Abb. 12D), so zeigen sich auch hier ähnlich den 
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Daten der Zytotoxizitätstests in vitro oder der LEGENDplex-Analyse zur quantitativen 

Bestimmung sekretierter zytolytischer Proteine nach Targetstimmulation keine 

Unterschiede, was zur abschließenden Erkenntnis führt, dass das kleine aber hoch 

funktionelle KIR2DS1-Subset anders als erwartet nicht zur Gesamtfunktionalität der hier 

analysierten HLA-C1/C2 heterozygoten Haplotyp B Spender beiträgt. Diese Ergebnisse 

machen die Problematik bei der Ableitung von Genassoziationsstudien auf biologische 

Auswirkungen deutlich.   

 

7.2 Die Rolle von KIR2DS1 bei der Lyse alloreaktiver DCs und T-Zellen 

 
Im Gegensatz zu T-Zellen vermitteln alloreaktive NK-Zellen keine GvHD. Die GvHD stellt 

als immunologische Störung vieler Organe wie Leber, Haut und Lunge betreffend, die 

größte Komplikation nach der allogenen HSZT dar, welche dann auftritt, wenn die T-

Zellen des Donors auf Oberflächenmarker der Empfängerzelle reagieren (Ferrara et al., 

2009). Kommt es umgekehrt nach einer Transplantation von Seiten des Empfängerorga-

nismus zu einer Abstoßungsreaktion, spricht man von einer Host-versus-Graft-Reaktion 

(HvG). Wie Daten aus der Maus belegen, vermitteln alloreaktive NK-Zellen einen GvL-

Effekt in der Abwesenheit einer GvHD (Asai et al., 1998; Ruggeri et al., 2002). Diese NK-

Zellen supprimieren die Entwicklung der GvHD, indem die antigenpräsentierenden 

Zellen (APCs) wie dendritische Zellen (DCs) des Empfängers, welche ausschlaggebend 

für die Induktion der T-Zellaktivierung sind, lysiert werden (Asai et al., 1998; Shlomchik 

et al., 1999). Wie ein weiterer Mechanismus der NK-Zell-vermittelten Reduktion der 

GvHD im murinen Modell zeigte auch, dass autologe Spender-T-Zellen, die während der 

Initiation der GvHD aktiv waren, von NK-Zellen inhibiert und lysiert werden können 

(Olson et al., 2010). In vitro Daten mit humanen alloreaktiven KIR-mismatched NK-Zellen 

unterstützen die Ergebnisse des murinen Modells, da auch hier ein Killing von reifen 

(mDCs) und unreifen DCs (iDCs) beobachtet werden konnte (Della Chiesa et al., 2003). 

Die Arbeitsgruppe um Sivori konnte sogar belegen, dass sich KIR2DS1 sowohl bei der 

Erkennung als auch bei der Lyse von mDCs und iDCs einbringen (Sivori et al., 2011). 

Auch wenn das Killing der iDCs überwiegend von einer Signalvermittlung via NKp30 und 

DNAM-1 abhängig ist (Ferlazzo et al., 2002; Pende et al., 2006), wird die Lyse der mDCs 

stark von KIR2DS1 beeinflusst. So wären KIR2DS1+-NK-Zellen wichtige Effektoren in 

der Beseitigung von Empfänger-mDCs, da diese als Hauptkomponenten der APCs 

alloreaktive T-Zellen beeinflussen (Abb. 14).     

 Lange war unklar, wie KIR+-NK-Zellen zur Lyse der Empfänger-DCs in die 

Lymphknoten migrieren, da diesen NK-Zellen der für die Migration notwendigen 
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Chemokinrezeptor CCR7 fehlt (Vitale et al., 2004; Mailliard et al., 2005). Die Arbeits-

gruppe um Marcenaro lieferte hierzu Daten welche belegen, dass KIR+-NK-Zellen nach 

Kontakt mit CCR7-positiven Zellen selber zu einer schnellen CCR7-Expression sowie 

Oberflächenpräsentation fähig sind und somit die Fähigkeit zur Migration in die 

Lymphknoten als Antwort auf CCL19 und CCL21 erwerben (Marcenaro et al., 2009). Die 

Aufnahme des CCR7-Moleküls unterliegt einer negativen Interaktion zwischen KIR und 

HLA-Ligand: Im Falle einer Infektion interagieren KIR+-NK-Zellen mit HLA-Klasse-I-

defizienten CCR7+-Zellen (beispielsweise Virus-infizierter Zellen). Anders verhält es sich 

in einem allogenen KIR/HLA-mismatched Setting (Haplo-HSZT); hier erwerben 

alloreaktive KIR+-NK-Zellen durch die Interaktion mit jeder CCR7-positiven Zelle den 

Rezeptor zur Migration, inklusive den DCs, welche eine hohe HLA-Klasse-I-Expression 

aufweisen. Auf diese Weise könnten alloreaktive NK-Zellen, welche die neu erworbene 

Fähigkeit zur Migration in Lymphknoten erhalten, an Stellen gelangen, an welche ihre 

Wahrscheinlichkeit einer Interaktion mit DCs und T-Zellen erhöht ist (Marcenaro et al., 

2009). Alloreaktive NK-Zellen sind wie bereits erwähnt auch zur T-Zelllyse fähig. 

KIR2DS1 trägt im Vergleich zur Lyse von mDCs sogar zu einer stärkeren NK-Zell-

vermittelten Lyse von T-Zell-Blasten bei (Giebel et al., 2009; Sivori et al., 2011). Eine Ko-

Inkubation von KIR2DS1-positiven NK-Zellen und HLA-C2+CCR7+-Zellen resultierte in 

einer Verstärkten Aufnahme von CCR7, sodass daraus geschlossen werden kann, dass 

eine Expression von KIR2DS1 einen enormen Vorteil bei der CCR7-Aufnahme von 

allogenen HLA-C2-positiven DCs sowie T-Zell-Blasten darstellt (Marcenaro et al., 2013). 

So könnten funktionelle alloreaktive KIR2DS1+-NK-Zellklone und ihre Fähigkeit der 

Migration nach CCR7-Aufnahme eine wichtige Rolle durch die Prävention und/oder 

GvHD-Therapie (durch die Lyse der Empfänger-DCs) und der HvG (durch die Lyse der 

Empfänger-T-Zellen) bei der T-Zell-depletierten Haplo-HSZT einnehmen, wenn der 

Empfänger das HLA-C2-Epitop trägt. 

 

7.3 aKIRs tragen zur Verhinderung einer CMV-Reaktivierung bei 

 
Studien schreiben aKIR-positiven NK-Zellen eine mögliche wichtige Rolle bei einigen 

Virusinfektionen zu. Ferner wird ihre Anwesenheit (meistens auf genetischer Ebene) mit 

einem positiven Einfluss auf den Ausgang verschiedener Infektionen assoziiert (Khakoo 

und Carrington, 2006). Das starke Kopplungs-Ungleichgewicht (Linkage disequilibrium) 

verschiedener KIR-Gene wie KIR2DL2 und KIR2DS2 bzw. KIR2DS1 und KIR3DS1 

erschwert hierbei die Eingrenzung einer bestimmten KIR/HLA-Interaktion (Estefania et 

al., 2007; Bonagura et al., 2010). Zudem erschweren nicht-ausreichend charakterisierte 
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Liganden für einige aKIRs wie KIR3DS1, KIR2DS1 und KIR2DS3 zusammen mit 

fehlenden spezifischen Antikörpern ihre Erforschung bei Infektionen.  

 Die Infektion bzw. Reaktivierung des humanen Cytomegalovirus (HCMV) ist eine 

häufige Komplikation nach Transplantation immunsuppressiver Patienten, sodass sich 

viele Studien mit einem möglichen Zusammenhang von aKIRs und HCMV-Infektion 

auseinandergesetzt haben. Dabei ist die Mehrheit der Bevölkerung mit CMV infiziert und 

verbleibt -ähnlich anderer Herpesviren- ein Leben lang latent und oft asymptomatisch, 

wobei eine schwere Erkrankung bei immunsupprimierten Individuen verursacht werden 

kann (Ho, 1990). Ein geringeres Risiko einer HCMV-Reaktivierung wurde bei Haplotyp 

B-Empfängern von Organtransplantationen festgestellt, welche mehr als einen aKIR 

besitzen (Stern et al., 2008). Ähnliche Beobachtungen konnten bei Patienten nach HSZT 

mit Haplotyp B Spendern gemacht werden (Cook et al., 2006; Sobecks et al., 2011). Der 

höchste schützende Effekt wurde bei Patienten festgestellt, bei welchen die Spender 

einen KIR-Genotyp mit mehr als fünf aKIR-Genen aufwiesen oder gleichzeitig die Gene 

KIR2DS2 und KIR2DS4 besaßen (Zaia et al., 2009; Di Bona et al., 2014). Von 

Bedeutung scheint auch die Position der aKIR-Gene zu sein: demnach besitzen aKIR-

Gene in der telomerischen Region einen förderlichen Effekt gegen eine HCMV-Infektion 

(Stern et al., 2011; Gonzalez et al., 2014; Mancusi et al., 2015). 

 Bestimmte Virusinfektionen (überwiegend durch HCMV) können im hohen Maße 

sowohl die NK-Zell-Entwicklung als auch ihre Funktion beeinflussen. Womöglich ist die 

stete Wirts-HCMV-Interaktion für den hohen Grad der Virus-Adaptation von NK-Zellen 

verantwortlich. Die Arbeitsgruppe um Gumá konnte zeigen, dass die HCMV-Infektion 

eine anhaltende Umverteilung des NK-Zell-Rezeptorrepertoires zur Folge hat, sodass 

eine große oligoklonale Expansion von NK-Zellen mit hoher Oberflächenpräsentation 

von CD94/NKG2C und reifen KIR+NKG2A--Phänotyp favorisiert wird (Gumá et al., 2004). 

Diese Prägung, welche auch als Imprinting bezeichnet wird, variiert jedoch innerhalb der 

Individuen und wird stark von der jeweiligen Gesamtanzahl an NKG2C-Genen 

beeinflusst (Muntasell et al., 2013). Auch die Tatsache, dass NKG2C+-NK-Zellen aus 

gesunden, seropositiven Spendern nach Stimulation mit HCMV-infizierten Fibroblasten 

eine erhöhte Proliferation aufzeigten, legt nahe, dass der NKG2C-Rezeptor eine wichtige 

Funktion bei der NK-Zell-Expansion bzw. Reifung durch HCMV-Infektion besitzt (Gumá 

et al., 2006). Die Arbeitsgruppe um Beziat postuliert, dass nicht nur NKG2C, sondern 

auch aKIRs bei der HCMV-induzierten NK-Zell-Differenzierung beteiligt sein können 

(Beziat et al., 2013). Dabei konnten sie zeigen, dass zur NK-Zell-Education durch iKIRs 

unterstützend auch aKIRs (KIR2DS4, KIR2DS2 oder KIR3DS1) in Verbindung mit 

NKG2C bei der Expansion beteiligt waren. Spender, welche eine homozygote Deletion 

des NKG2C-Gens trugen, führten in transplantierten Patienten zu einer schnellen 
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Expansion reifer NK-Zellen mit funktionaler aKIR-Expression (Della Chiesa et al., 2014). 

Es ist also denkbar, dass aKIRs in Anwesenheit von NKG2C bei der HCMV-induzierten 

NK-Zell-Reifung und der Kontrolle der Infektion nach Transplantation beteiligt sind. In 

Anlehnung hierzu finden sich auch Studien, welche den aKIRs eine Schutzfunktion 

gegen Virusinfektionen in unterschiedlichen Kontexten zusprechen (Ivarsson et al., 

2014). Die geringere Mortalität bei Transplantationen KIR2DS1-positiver Spender 

beispielsweise, wird zum Großteil auch mit einer reduzierten Infektionsrate in Verbin-

dung gebracht (Mancusi et al., 2015).  

 

7.4 KIR2DS1 und KIR2DL1 interagieren mit HLA-C nicht auf dieselbe Art 

und Weise 

 
Die extrazellulären Enden der iKIRs und aKIRs sind hoch homolog und teilen dieselben 

konservierten Aminosäuresequenzen (Biassoni et al., 1996; Hilton et al., 2015). Letztlich 

bestimmt die Balance inhibitorischer und aktivierender Signale dieser Rezeptoren über 

die NK-Zell-Regulation, sodass eine Fehlregulation dieser Balance zu Autoimmun- oder 

Infektionskrankheiten führen kann (Akkaya und Barclay, 2013; Ivarsson et al., 2014, Tab. 

3). Wie die Signalisierung der NK-Zelle allerdings kontrolliert wird, ist bis dato auch 

aufgrund fehlender aKIR-Liganden und -Funktionalität noch nicht vollständig geklärt.  

 Aus entwicklungsbiologischer Sicht wird davon ausgegangen, dass sich aKIRs 

aufgrund Pathogen-verursachtem Selektionsdruck schneller als ihre inhibitorischen 

Gegenspieler entwickelten (Abi-Rached und Parham, 2005; Barclay und Hatherley, 

2008): In Schimpansen besitzen KIR2DS1 und KIR2DS2 beispielsweise im Vergleich zu 

ihren iKIR-Gegenspielern eine höhere HLA-C-Bindeaffinität (Moesta et al., 2010). 

Umgekehrt scheint die fehlende Bindung von KIR2DS2 bzw. die stark reduzierte 

Bindung von KIR2DS1 an HLA-C eine Folge der human-spezifischen Evolution zu sein. 

KIR2DS1 und KIR2DL1 binden beide an HLA-C2. Während die Rolle des inhibitorischen 

KIR2DL1 durch die Bindung an HLA-C2 darin besteht, die NK-Zell-Education (und somit 

die Selbst-Erkennung) zu fördern, ist die Rolle von KIR2DS1 noch nicht ganz klar. 

Anders als bei KIR2DL1 sollen KIR2DS1+-NK-Zellen (möglicherweise auch in einem 

synergetischen Effekt durch die Beteiligung weiterer aktivierender Rezeptoren (Bryceson 

et al., 2006b)) nicht durch die Bindung an „normale“ HLA-Klasse-I-Moleküle aktiviert 

werden (A. Moretta et al., 1995; Biassoni et al., 1997; Stewart et al., 2005; Chewning et 

al., 2007; Foley et al., 2008; M. Morvan et al., 2008; Pende et al., 2009; Fauriat et al., 

2010; Sivori et al., 2011; David et al., 2013; Pittari et al., 2013; Shiqiu Xiong et al., 2013; 

Hilton et al., 2015; van der Ploeg et al., 2017); vielmehr stellen Targetzellen beispiels-
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weise zuvor aktivierte primäre Zellen oder EBV-positive Zellen (u.a. die auch hier 

verwendete L721.221-Transfektante) bzw. Blasten dar. Womöglich reagieren aKIRs 

sensitiver gegenüber strukturellen Veränderungen im HLA-Molekül oder binden an 

alternative Moleküle, welche durch virale Infektion induziert wurden (Stewart et al., 2005; 

Cassidy et al., 2014; Liu et al., 2014). Hierzu konnte bereits gezeigt werden, dass eine 

Modulation von HLA-C durch HCMV entscheidend für die starke KIR2DS1-vermittelte 

NK-Zell-Aktivierung ist (van der Ploeg et al., 2017). Doch wie kann sich der HLA-C-

Ligand nach einer Virusinfektion derart verändern, dass die Bindung von KIR2DS1 

beeinflusst wird? Ein möglicher Prozess stellt die modifizierte Glykosylierung dar: aus 

der Interaktion von KIR3DL1 an seinen Liganden HLA-B57 ist bekannt, dass diese vom 

N-Glykan des HLA-Moleküls abhängig ist (Salzberger et al., 2015). Da die Stelle der N-

Glykosylierung innerhalb der HLA-C-Moleküle stark konserviert ist und die Glykan-

Strukturen zwischen den HLA-C-Allotypen relativ uniform sind (Barber et al., 1996), 

könnten die Glykosylierungsmuster nach einer Virusinfektion (für HIV- und HCV-

Infektionen gezeigt (Lanteri et al., 2003; Tardif und Siddiqui, 2003)) verändert und die 

Uniformität aufgehoben sein, was in einer Erkennung von KIR2DS1 resultieren könnte.  

 

Abschließend könnte die Regulation der NK-Zelle durch KIR2DL1/KIR2DS1 wie folgt 

aussehen: während die NK-Zelle über die KIR2DL1/HLA-C-Interaktion gesunde 

körpereigene Zellen erkennt, ermöglicht eine KIR2DS1-Bindung die Erkennung kleiner 

struktureller Veränderungen von HLA-C beispielsweise infolge einer Pathogeninfektion. 

Dabei könnte KIR2DS1 mit KIR2DL1 zwar auch um dieselben HLA-C-Liganden 

konkurrieren, allerdings im Vergleich zu KIR2DL1 nur schwach an diese binden; die 

Toleranz wäre gewährleistet. Die Bindung von KIR2DS1 an ein verändertes HLA-C-

Molekül könnte jedoch diese Toleranz überwinden, was letztlich zur NK-Zellaktivierung 

führt (van der Ploeg et al., 2017).  

 

7.5 Der zukünftige Nutzen alloreaktiver NK-Zellen bei der HSZT 

 
Die Identifizierung der NK-Zell-Alloreaktivität und dessen Anwendung bei der Haplo-

HSZT machen deutlich, dass nicht nur das adaptive sondern auch das angeborene 

Immunsystem von entscheidender Bedeutung für einen erfolgreichen Ausgang für den 

Patienten ist (A. Moretta et al., 2008; L. Moretta et al., 2011; Vivier et al., 2011). Das 

kurative Potential der allogenen HSZT entstammt vornehmlich von dem immun-

vermittelten GvL-Effekt, in welcher die Effektoren im Gegensatz zu Ganzkörper-

Bestrahlung und Chemotherapie auch maligne Stammzellen lysieren können, sodass die 



Diskussion 

 

72 
 

Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs reduziert wird (Kanakry et al., 2016). Nichtsdestotrotz 

stellt die GvHD die größtmögliche Komplikation dar (Copelan, 2006). 

 Der Umstand, dass sich alloreaktive NK-Zellen im Patienten nach 

Allotransplantation entwickeln und sich ihr Einsatz auf den Transplantationsausgang 

auswirkt, wurde erstmals von der Arbeitsgruppe um Ruggeri beobachtet (Ruggeri et al., 

2002). Spätere Beobachtungen bestätigten, dass die alloreaktive Spenderpopulation 

auch nach 5 Jahren der Transplantation phänotypisch als auch funktional in Patienten 

nachgewiesen werden konnten. Außerdem ließ sich sowohl in verschiedenen Spendern 

als auch in Patienten nach Transplantation eine enorme Variabilität in der Größe der 

alloreaktiven NK-Zell-Population verzeichnen (A. Moretta et al., 2008; L. Moretta et al., 

2011). Dabei korrelierte die Subsetgröße mit dem klinischen Ausgang: Patienten mit 

großen Anteilen an alloreaktiven NK-Zellen waren über einen längeren Zeitraum ohne 

Erkrankung (Pende et al., 2009). Nach der Transplantation von CD34+-Stammzellen, 

ließen sich erst nach 6-8 Wochen alloreaktive KIR+-NK-Zellen detektieren; interessan-

terweise ähnelte das KIR-Expressionsmuster auch dem des Spenders (A. Moretta et al., 

2008; Pende et al., 2009; L. Moretta et al., 2011). Verabreicht man jedoch nach der 

HSZT zusätzlich reife alloreaktive NK-Zellen, ließe sich die GvL-freie Zeitspanne mit  

hoher Gefahr eines Rezidivs hingegen überbrücken (Abb. 14).   

 

Die Fähigkeit alloreaktiver NK-Zellen zur Lyse von DCs des Empfängers, welche durch 

die Präsentation von Alloantigenen die T-Zell-vermittelte GvHD initiieren können, macht 

diese auch zur Prävention oder Behandlung einer GvHD und einer HvG attraktiv, da 

Empfänger-T-Zellen ebenfalls lysiert werden (Olson et al., 2010; Marcenaro et al., 2013). 

Die antileukämische Wirkung alloreaktiver NK-Zellen bei gleichzeitiger Verhinderung 

einer HvG und GvHD machen diese Zellen zusammen mit der Fähigkeit der Suppression 

viraler Infektionen sehr wertvoll für einen erfolgreichen Einsatz bei der HSZT (Ljunggren 

und Malmberg, 2007).  
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Abbildung 14: Nutzen aus alloreaktiven KIR
+
-NK-Zellen bei der HSZT. Alloreaktive NK-Zellen 

aus zwei verschiedenen Quellen (sich aus CD34
+
-Stammzellen entwickelnde und direkt 

infundierte) führen nach Verabreichung zu einem antileukämischen Effekt bei gleichzeitiger 

Prävention einer GvHD bzw. HvG durch ihre Fähigkeit der Lyse von DCs und T-Zellen des 

Empfängers. Modifiziert nach Locatelli et al., 2013. 

 

 

 

7.6 Fazit und Ausblick 

 
Obgleich einige Fortschritte im Verständnis der aKIRs und ihren HLA-Klasse-I-Liganden 

erzielt werden konnten, verbleibt die Rolle der aKIRs in Gesundheit als auch Krankheit 

weitestgehend unerforscht. Assoziationsstudien von aKIR/HLA-Klasse-I-Molekülen 

zeigen, dass aKIRs bei einer Reihe von verschiedenen Krankheiten, wie Infektionen, 

Krebs und Autoimmunität von Bedeutung sind. KIR2DS1 vermittelt nicht nur einen GvL-

Effekt, sondern wird ebenfalls mit einem Schutz vor einer CMV-Reaktivierung in 

Verbindung gebracht und reduziert die Inzidenz der GvHD. Daraus lässt sich auch 

vermuten, dass die Möglichkeit besteht, dass die mit den Haplotyp B Spendern 

assoziierten Vorteile nicht zwingend den aKIR-vermittelten GvL-Effekten geschuldet 

sind: da das KIR-Repertoire als solches durch eine CMV-Infektion stabil geprägt und die 

klonale Expansion des NKG2C+aKIR+-NK-Zell-Subsets fördert wird, ist vorstellbar, dass 

eine solche alloreaktive NK-Zellpopulation tatsächlich klinisch relevante „sekundäre“ 

oder induzierte GvL-Effekte ausübt. Unterstützend hierzu konnten Transplantationen von 

KIR2DS1-exprimierenden Spendern mit einem reduzierten Risiko einer Rezidiv-freien 

Mortalität assoziiert werden, welche überwiegend Infektionsbezogen war. Zudem 

könnten die verbesserten klinischen Ergebnisse beim Einsatz KIR2DS1-exprimierender 

Spender bei der Haplo-HSZT weniger mit einer verbesserten NK-Zell-Zytotoxizität, 

sondern eher mit einer erhöhten NK-DC-vermittelten Lyse allogener T-Zellen und der 

daraus resultierenden Reduktion/Prävention einer GvHD zusammenhängen.   
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Aus den Daten dieser Arbeit konnte keine direkte Verbindung aus KIR2DS1-Expression 

und NK-Zell-vermitteltem GvL-Effekt in HLA-C1/C2 heterozygoten Spendern hergestellt 

werden. Da KIR2DS1 und KIR2DL1 dieselben Liganden in unterschiedlicher Affinität 

erkennen, spricht dies auch dafür, dass aKIRs womöglich sehr wichtig für die Feinab-

stimmung der NK-Zellaktivierung sind. So ist also denkbar, dass die Spezifität und die 

Aktivierungsschwelle von NK-Zellen einer Feinabstimmung durch die Koexpression 

stimulierender KIRs unterliegt. Eine Erklärung hierfür wären Beobachtungen von 

KIR2DL2/L3-positiven NK-Zellen, welche ohne eine Koexpression von KIR2DS1 C2-

präsentierende Blasten sehr viel schlechter lysieren (Pende et al., 2009). Die Entwick-

lung spezifischer Antikörper sowie die Identifikation möglicher aKIR-Liganden (inklusive 

nicht-HLA-Klasse-I-Molekülen) würden ein Verständnis über die Biologie der aKIRs stark 

vorantreiben.  

Zur Identifikation bestmöglicher Spender bei der HSZT, ist die Bestimmung der 

alloreaktiven Subsetgröße sowie ihrer Funktionalität notwendig, um den maximalen 

Nutzen aus den angewandten NK-Zellen zu erhalten. Denn selbst wenn zwei Spender 

desselben KIR- und HLA-Status aufweisen, können sie sich dennoch qualitativ und 

quantitativ in ihrem alloreaktiven NK-Zellrepertoire unterscheiden, zumal viele häufig 

vorkommenden KIR-Allele wie KIR2DS4*003 und KIR3DL1*004 trunkiert sind und/oder 

nicht auf der Zelloberfläche erscheinen (Parham, 2005; Gardiner, 2008).  

Die aKIR/HLA-Klasse-I-Interaktionen werden zum einen festgelegt durch variable 

Gewebe-spezifische HLA-Expression, zum anderen durch Variationen von KIR-

Affinitäten zu ihren verwandten HLA-Liganden (bleibt teilweise undefiniert) und durch 

Variation der Peptid-Expression der HLA-Klasse-I-Moleküle (welche zu einem Großteil 

bislang noch nicht identifiziert werden konnten). Erst wenn diese vielfältigen Variationen 

berücksichtigt werden, können die genetischen Studien, welche bestimmte KIR/HLA-

Allel-Kombinationen mit Krankheitsrisiken assoziieren, vollständig interpretiert und die 

Auswirkungen bestimmter Spender/Empfänger-Konstellationen auf den Transplantati-

onsausgang genau vorhergesagt werden.  
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9. Anhang 

9.1 Abkürzungsverzeichnis  

 

Abb. Abbildung 

ADCC antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität  

 
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) 

AF Alexa Fluor 

AICL Aktivierungs-induziertes C-Typ Lektin 

aKIR aktivierender Killerzell-Immunglobulin-ähnlicher Rezeptor 

ALL Akute lymphatische Leukämie 

AML Akute myeolische Leukämie 

APC Allophycocyanin 

APCs Antigenpräsentierende Zellen (antigen-presenting cells) 

ARD Amin-reaktiver Farbstoff (Amine reactive dye) 

BAT-3 HLA-B-assoziiertes Transkript 3  

B-LCL lymphoblastoide (EBV-transformierte) B-Zelllinie 

Buv Brilliant Ultraviolet 

Bv Brilliant Violet 

bzw. beziehungsweise 

ca. ungefähr 

CCL CC-Chemokin-Ligand 

CD Differenzierungsantigen (cluster of differentiation) 

Cen centromerisch 

cDNA zur mRNA komplementäre (complementary) DNA  

CF Cyanin basierter fluoreszenter Farbstoff 

CFDA-SE Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester 

CLL Chronisch lymphatische Leukämie 

CML Chronisch myeloische Leukämie 

CXCR CXC-Chemokin-Rezeptor 

Cy Cyacin-Farbstoff 

DCs Dendritische Zellen (Dendritic cells) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic acid) 

DNAM-1 DNAX-assoziiertes Molekül 1  

E:T Effektor-Target-Verhältnis 

EBV Epstein-Barr-Virus 

EDTA Di-Natriumethylendiamintetraacetat 

ERT EAT-2-related transducer 

FACS Fluorescence Activated Cell Scanning,  

 
Methode der Durchflusszytometrie 

FcR Fc-Rezeptor 

FCS  Fetales Kälberserum  

FFP Gefrorenes Frischplasma (Fresh frozen plasma) 

FITC Fluoreszeinisothiocyanat 

FMO 
Durchflusszytometrischer Kontrollansatz  

(Fluorescence minus one) 
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FSC Vorwärts-Streulicht (forward scatter) 

g Gravitationsfeldstärke/ Erdbeschleunigung 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor  

GMP Gute Herstellungspraxis (Good Manufacturing Practice) 

GvHD Graft-versus-Host-Erkrankung (graft-versus-host disease) 

GvL Graft-versus-Leukämie-Effekt (graft-versus-leukemia effect) 

GvT Graft-versus-Tumor-Effekt (graft-versus-tumor) 

h human  

HA Hämagglutinin  

HCMV humanes Cytomegalovirus 

HLA humanes Leukozytenantigen (Human Leukocyte Antigen) 

HS Heparin- und Heparansulfate  

HSZT 
Hämatopoetische Stammzelltranspalantation, 

(Hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) 

HuS Humanserum 

HvG Host -versus-Graft-Erkrankung (host -versus-graft) 

ID Identität, Kennung 

IFN Interferon 

Ig Immunglobulin 

inkl. inklusive 

iKIR inhibitorischer Killerzell-Immunglobulin-ähnlicher Rezeptor 

IL Interleukin 

iNK unreife NK-Zelle (immature NK-cell) 

IS immunologische Synapse 

ITAM 
Immunrezeptor Tyrosin-enthaltendes aktivierendes Motiv, 

(immunoreceptor tyrosin-based activating motif) 

ITIM 
Immunrezeptor Tyrosin-enthaltendes inhibierendes Motiv, 

(immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) 

ITSM 
Immunrezeptor-Tyrosin-enthaltendes-Schaltermotiv, 

(immunoreceptor tyrosine-based switch motif) 

KIR Killerzell-Immunglobulin-ähnliche Rezeptoren 

KLRG-1 Killerzell-Lectin-ähnlicher Rezeptor G-1  

L Liganden  

LAMP-1 lysosomalen Membranglykoprotein-1  

LCL lymphoblastoide Zelllinie 

LFA-1 Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen-1) 

LILRB1 
Leukozyten-Immunglobulin-ähnlicher Rezeptor, Subfamilie B, 

Mitglied 1  

LRC Leukozyten-Rezeptor-Komplex (leukocyte receptor complex) 

mAb monoklonale Antikörper (monoclonal antibody) 

MACS Magnetic Cell Separation 

MHC 
Haupthistokompatibilitätskomplexes  

(major histocompatibility complex) 

MIC MHC-Klasse-I-verwandte Polypeptidsequenz  

mNK reife NK-Zelle (mature NK-cell) 

mRNA Boten-RNA (messenger-RNA) 

MTOC 
Mikrotubuli-organisierendes Zentrum (microtubule organizing 

center) 

NCR natürliche Zytotoxizitätsrezeptor (natural cytotoxicity receptor) 

NK Natürliche Killerzelle 
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NKAES 
expandierte und aktivierte NK-Zellen  

(NK cell activation and expansion system) 

NKC Natürlichen-Killerzell-Komplex (natural killer cell complex)  

NKG Natürliche Killerzellgruppe  

NKp Natürliches Killerzellprotein  

Pan Alle 

PBMC Periphere mononukleäre Blutzellen 

PBS Phosphatgepufferte Saline 

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PE Phycoerythrin 

PerCP Peridinin Chlorophyll 

PFA Parafornaldehyd 

PVR Poliovirus-Rezeptor  

q Quantitativ 

RNA Ribonukleinsäure 

RPMI Medium (Rosewell Park Memorial Institut) 

RT Raumtemperatur 

SAP SLAM-assoziiertes Adapterprotein  

SBT sequence based typing 

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

SLAM signaling lymphocytic activation molecule 

SLT 
sekundäres lymphatisches Gewebe  

(secondary lymphoid tissue) 

sog. sogenannte 

Src, c-Src Cellular and sarcoma 

SSC Seitwärts-Streulicht (side scatter) 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

Strep Streptavidin 

Tab. Tabelle 

Tel telomerisch 

TNF Tumornekrosefaktor (Tumor necrosis factor) 

Tregs regulatorische T-Zellen 

u.a. unter anderem 

üN über Nacht 

ULBP UL16-Bindeprotein (UL16-binding protein) 

z.B. zum Beispiel 
 

9.2 verwendete SI-Einheiten, Präfixe und abgeleitete SI-Einheiten mit 

besonderem Namen 

 

°C Grad Celsius M Molar 

µ Mikro- n Nano- 

Da Dalton min Minute 

Gy  Gray  mol Mol 

h Stunde p Piko- 

k Kilo- s Sekunde 

l Liter U Units 

m Milli-   
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