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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom (MM), das auch als diffuses Plasmozytom bezeichnet wird, be-
ruht auf malignen, monoklonal proliferierenden Plasmazellen. Nach der Klassifikation
der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) wird es den B-
Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen zugerechnet. Die genaue Atiologie des MM ist bisher
unbekannt. Es geht mit verschiedenen chromosomalen Veranderungen einher, die
einen Einfluss auf die Prognose der Erkrankung haben (1). Die Inzidenz betragt
3.000 bzw. 2.700 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland fir Manner bzw. Frau-
en. Neben dem Geschlecht ist die Inzidenz auch von Alter und ethnischer Zugeho-

rigkeit abhangig (2).

Die Zellen des MM befinden sich vornehmlich im Knochenmark, wo sie Giber Adhasi-
onsmolekile an Stromazellen binden. Zudem sezernieren sie verschiedene Zytokine.
Beide Mechanismen sind fiir Wachstum, Uberleben, Medikamentenresistenz und
Migration der Myelomzellen von Bedeutung (1). Es gibt jedoch auch einige Sonder-
formen des MM, wie z.B. die Plasmazellleukamie, bei der zirkulierende, entartete

Plasmazellen im peripheren Blut gefunden werden (3).

Klinisch tritt die Erkrankung durch Knochenschmerzen, Osteoporose und pathologi-
sche Frakturen sowie Infektanfalligkeit, Nierenfunktionseinschrankungen, Anamie
und neurologische Symptome in Erscheinung. Verursacht werden die Beschwerden
vor allem durch die osteolytischen Knochenveranderungen und die daraus resultie-
rende Hyperkalzamie sowie durch Knochenmarksverdrangung und die Paraprotein-
sekretion. Diagnostisch fallen eine Plasmazellvermehrung im Knochenmark > 10%,
Osteolysen im konventionellen Rontgenbild oder in der Computertomografie und ein
M-Gradient in der Serumelektrophorese auf (1).

Eine Einteilung in Stadien erfolgt anhand des International Staging System der
Myeloma Working Group (4). Die Indikation zur therapeutischen Intervention besteht
bei symptomatischer oder progredienter Erkrankung. Neben einer Kombinations-
chemotherapie aus mehreren Therapeutika, wie Thalidomid, Lenalidomid, Borte-
zomib oder Dexamethason, kommt bei geeigneten Patienten eine Hochdosistherapie
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gefolgt von einer Transplantation autologer h&matopoetischer Progenitorzellen
(AHPZT) zum Einsatz (1).

Es gibt verschiedene Therapieregime mit unterschiedlichen Chemotherapeutika so-
wie Zeitpunkten der AHPZT. Der grundlegende Ablauf der etablierten Regime sieht
bei diesen Patienten zunachst eine Induktionstherapie vor, um die maligne Plasma-
zelllast zu senken und das Ansprechen auf die Therapie zu verbessern. An diese
schlief3t sich die AHPZT an, bei der periphere hamatopoetische Progenitorzellen
verwendet werden. Um das Ansprechen auf die Therapie zu intensivieren, werden
die Patienten im Anschluss an die AHPZT einer Konsolidierungstherapie aus einer
Kombination verschiedener Chemotherapeutika unterzogen. Da Rezidive und Pro-
gression des MM haufig sind, ist schlie3lich noch eine Erhaltungstherapie nétig, um

Ansprechen und Ergebnis der Therapie zu festigen (5).

Die Therapieregime sowie unterstitzende Maflinahmen sind Gegenstand intensiver
Forschung, um Ansprechen und Uberleben der Patienten zu verbessern. Die Trans-
fusion alloreaktiver natirlicher Killerzellen (NK-Zellen) stellt hierbei einen erfolgsver-
sprechenden therapeutischen Ansatz dar, um residuelle Tumorzellen zu eliminieren.
Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen wird strikt durch aktivierende und inhibieren-
de Signale balanciert. Die inhibierenden Signale werden hierbei durch die Wechsel-
wirkung von Immunglobulin-&hnlichen Killerzellrezeptoren (Killer cell Immunoglobu-
lin-like Receptors, KIR) auf Seite der NK-Zellen mit den korrespondierenden huma-
nem Leukozytenantigen (Human Leukocyte Antigen, HLA) auf Seite der Tumorzellen
wahrgenommen. Aufgrund einer Diskrepanz zwischen dem KIR-Typ der NK-Zellen
des Spenders und dem HLA-Typ des Empfangers kommt es so zu einem Transplan-
tat gegen Tumor-(Graft vs. Tumor, GvT)-Effekt, der in einem autologen Szenario

nicht vorliegt (6).

Die aktivierenden Signale hingegen werden durch die Interaktion der auf NK-Zellen
exprimierten natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (Natural Cytotoxicity Receptors,
NCR) mit den entsprechenden Liganden auf den Zielzellen wahrgenommen. Maligne
Zellen wie die des MM weisen eine erhdhte Expression der Liganden fir NCR und
andere NK-Rezeptoren (NKR) auf der Zelloberflache auf (7), welche zu einer Aktivie-
rung der NK-Zellen fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Transplantation allore-
aktiver NK-Zellen dabei keine Transplantat gegen Wirt-Reaktion (Graft vs. Host
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Disease, GvHD) verursacht (8). Der adoptive Transfer alloreaktiver NK-Zellen kdnnte
demnach einen erfolgsversprechenden Ansatz darstellen, residuelle MM-Zellen nach
AHSZT durch den NK-Zell-vermittelten GvT-Effekt zu eliminieren, ohne das erhéhte

Mortalitatsrisiko einer allogenen Stammzelltransplantation einzugehen.

Ein Problem in der Immuntherapie des MM bleibt jedoch die Fahigkeit neoplastischer
Zellen, der Vernichtung durch das Immunsystem zu entgehen (9). Beim MM betrifft
dies insbesondere die vielversprechenden NK-Zellen. So wird beispielsweise die zy-
totoxische Aktivitdt der NK-Zellen durch die Expression des Umwandlungswachs-
tumsfaktors (Transforming Growth Factor, TGF) B durch MM-Zellen verringert
(10,11). Des Weiteren ist die NKG2D-Expression auf der Zelloberflache der NK-
Zellen von MM-Patienten reduziert (12). NKG2D als aktivierender NK-Zellrezeptor
scheint jedoch wichtig fur die NK-Zellen vermittelte Lyse autologer MM-Zellen zu sein
(7). AuRBerdem spielt auch die Expression der HLA-Klasse-I-Molekille der MM-Zellen
eine wichtige Rolle im Schutz vor NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat (7). Von groRem
Interesse ist daher die Entwicklung von Therapieansatzen, welche die zytotoxischen
Effektorfunktionen autologer NK-Zellen wiederherstellen bzw. das zytotoxische Po-

tential allogener NK-Zellen erhéhen.

1.2 Das Immunsystem

Wahrend das Immunsystem eine Abwehrrektion gegen kérperfremde Strukturen und
krankhaft veranderte korpereigene Zellen hervorruft, werden gesunde kdrpereigene
Zellen nicht attackiert (13). Die klassische Einteilung des Immunsystems gliedert es

in einen natirlichen, d.h. angeborenen und in einen adaptiven bzw. erworbenen Teil.

Zum angeborenen Immunsystem werden Monozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Dendritische Zellen und NK-Zellen gezahlt. Nachdem Haut oder Schleimhaute, wel-
che die erste mechanische und chemische Abwehrlinie gegen Krankheitserreger
darstellen, Uberwunden wurden, ist das angeborene Immunsystem fiir die erste Im-
munantwort gegen diese Erreger verantwortlich (14). Uber Mustererkennungsrezep-
toren (Pattern Recognition Receptors, PPRs) auf der Zelloberflache bzw. im Zytosol
sind die Zellen des angeborenen Immunsystems in der Lage Pathogene anhand von

pathogen-assoziierten molekularen Mustern (Pathogen Associated Molecular Pat-
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terns, PAMPS) zu erkennen (15). Zu den PPRs gehéren Rezeptoren aus verschiede-
nen Rezeptorfamilien wie etwa Mannose-, Scavenger- oder Toll-dhnliche Rezeptoren
(Toll-Like Receptors, TLRs). Die Bindung eines PAMP fuhrt Uber die Transkription
spezifischer Gene z.B. zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine
oder aber zur Expression co-stimulierender Moleklle. Diese Molekille stellen ein
wichtiges Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem

dar. Sie rufen die zur Bekdmpfung des Erregers notige Entztindungsreaktion hervor.

Ist die Immunantwort des angeborenen Immunsystems unzureichend, um ein Patho-
gen erfolgreich zu bekampfen, setzt die spezifische Immunreaktion des adaptiven
Immunsystems ein, zu dessen Zellen die B- und T-Lymphozyten gehdren. Nachdem
Dendritische Zellen und Makrophagen im peripheren Gewebe Fremdmaterial aufge-
nommen haben und in das lymphatische Gewebe gewandert sind, prasentieren sie
dieses dort den T-Zellen tUber den Haupthistokompatibilitditskomplex (Major Histo-
compatibility Complex, MHC). Dadurch kommt es zu einer Aktivierung und klonalen
Proliferation von B- und T-Lymphozyten. Die Immunantwort des adaptiven Immun-
systems ist somit spezifisch. Es bilden sich nachfolgend Gedachtniszellen aus, so
dass auf eine zukinftige Darbietung des jeweiligen Antigens schneller reagiert wer-
den kann (14).

1.2.1 Natrliche Killerzellen

NK-Zellen wurden erstmals 1975 beschrieben (16). Es handelt sich um grol3e, gra-
nulare Lymphozyten, die zum angeborenen Immunsystem gehéren. Im Gegensatz
zu den B- und T-Lymphozyten des adaptiven Immunsystems findet bei NK-Zellen
keine somatische Rekombination der T-Zellrezeptor- oder Immunglobulingene statt
(17,18). NK-Zellen machen etwa 10% der mononukleéren Zellen des Blutes aus (19).
Ihre Lebensdauer liegt bei ungefahr zwei Wochen (20). NK-Zellen werden Uber die
Abwesenheit von CD3, einem unveréanderlichen Komplex, der mit dem T-Zellrezeptor
(T-Cell Receptor, TCR) assoziiert ist, und die Expression von CD56, der Isoform des
Nervenzellenadhasionsmolekuls (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM) klassifiziert
(21,22).
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Zytotoxische NK-Zellen exprimieren den Fcy-Rezeptor Il (CD16), welcher fur IgG-
Molekile niedrig affin ist (23). Uber diesen Rezeptor wird die antikérperabhangige
zellulare Zytotoxizitdt (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC) vermittelt
(24). Darlber hinaus tragen NK-Zellen eine Reihe weiterer Rezeptoren auf ihrer Zell-
oberflache, die fur die Erfullung ihrer Funktionen unabdingbar sind. Hierzu gehéren
Zytokinrezeptoren wie der heterodimere Interleukin-2 (IL-2)-Rezeptor (IL-2RBy) mit
mittlerer Affinitat far IL-2 (25) sowie Rezeptoren fur einige von Monozyten produzierte
Zytokine wie IL-1, IL-10, IL-12, IL-15 und IL-18 (26—30). Dartber hinaus exprimieren
NK-Zellen neben Adhasionsmolekile auch die fur die Vermittlung der natirlichen
Zytotoxizitat wichtigen Rezeptoren, unter denen insbesondere die KIR und die NCR

hervorzuheben sind (siehe Kapitel 1.2.1.1).

Anhand der Expression von CD16 und CD56 kénnen zwei Subpopulationen von NK-
Zellen unterschieden werden: die zytotoxischen CD16"""™ CD56%™ - und die regula-
torischen CD16%™, CD56"9"-NK-Zellen, welche sich auch in der Expression anderer

Oberflachenmolekile unterscheiden (siehe Kapitel 1.2.1.2).

NK-Zellen stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem dar. Ihre Hauptaufgabe, d.h. die frihzeitige und schnelle Erkennung
und Bekampfung Virus-infizierter und krankhaft entarteter Zellen, erfillen sie, ohne
dass eine vorherige Sensibilisierung nétig ist (31). Neue Erkenntnisse weisen jedoch
darauf hin, dass zur Erlangung ihrer Funktionalitat zumindest das vorherige Priming
durch Dendritische Zellen erfolgen muss (32). AulRerdem sezernieren sie immunre-
gulatorische Zytokine wie z.B. Interferon y (IFN-y) (33) und interagieren mit Dendriti-
schen Zellen (34). Auf diese Weise modulieren sie sowohl die angeborene als auch
die adaptive Immunantwort. Zur Lyse der Zielzellen bedienen sich NK-Zellen einer
Vielzahl effektiver zytotoxischer Effektormechanismen (siehe Kapitel 1.2.1.3), was
sie zu einem vielversprechenden Objekt in der Entwicklung von Immuntherapien ge-

gen verschiedene Tumorentitdten macht (24).

1.2.1.1 Rezeptoren auf NK-Zellen des Menschen

Zur Erfullung ihrer Aufgaben tragen NK-Zellen eine grol3e Bandbreite verschiedener

Rezeptoren auf ihrer Oberflache, die funktionell in inhibierende und aktivierende NK-
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Rezeptoren unterteilt werden konnen. Tabelle 1 gibt hierzu eine Ubersicht tber die
unterschiedlichen NKR und ihre Liganden, soweit diese bekannt sind. Strukturell las-
sen sich die NKR groR3tenteils in zwei Gruppen einteilen. Neben Ig-ahnlichen Rezep-
toren, KIR und NCR, die alle der Ig-Superfamilie zugeordnet werden (35-38), expri-
mieren NK-Zellen auch Rezeptoren der natirlichen Killergruppe 2 (Natural Killer
Group 2, NKG2), die eine Proteinstruktur aus einer Typ-llI-Transmembran- und einer

C-Typ-Lektindomane aufweisen.

Die humanen KIR werden durch eine Gruppe von Genen aus dem Leukozytenrezep-
torcluster (Leukocyte Receptor Cluster, LRC) kodiert, das sich auf Chromosom
19913.4 befindet (39). Sie weisen vielfaltige Genpolymorphismen auf, die v.a. fur
KIR3DL1 untersucht sind (40). Der Erwerb des KIR-Repertoires der NK-Zellen wird
durch IL-2 und IL-15 beeinflusst (41). Ihre Expression erfolgt klonal, so dass ein Indi-
viduum verschiedene NK-Zellklone mit unterschiedlichem KIR-Repertoire besitzt
(42). In der gebrauchlichen Nomenklatur wird die Anzahl der Ig-&ahnlichen Domanen
der KIR mit 2D fur zwei und 3D fiur drei Dom&nen angegeben. AulRerdem wird die
Lange des zytoplasmatischen Anteiles mit einem S flr kurz (short) oder L fur lang
(long) bezeichnet (39).

Die inhibitorischen Isoformen der KIR besitzen ausnahmslos lange intrazellulare An-
teile (L), welche wie die der Gbrigen inhibitorischen NKRs (iNKRs) mit einem inhibie-
renden ITIM-Motiv verknlpft sind. Nach Bindung eines entsprechenden KIR-Epitopes
hemmen sie die Aktivierung der NK-Zellen (43). Die Liganden fir die inhibitorischen
KIRs sind weitestgehend bekannt. Sie binden hauptsachlich an die klassischen HLA-
Klasse-la-Molekile (HLA-A, -B und -C). Hierbei erkennen KIR2DL2 und KIR2DL3
spezifisch HLA-C-Allele der Gruppe C1. KIR2DL1 hingegen bindet spezifisch die
HLA-Molekile der Gruppe C2 (44). Der Rezeptor KIR3DL1 bindet an HLA-B-Allele
mit einem Bw4-Epitop in der a1-Helix (45), wahrend KIR3DL2 spezifisch HLA-A3-
und All-Allele erkennt (46). KIR2DL4 nimmt eine Sonderstellung unter den inhibie-
renden KIR ein. Neben der Fahigkeit, Uber das ITIM-Motiv inhibierende Signale zu
vermitteln, besitzt KIR2DL4 auch die Moglichkeit aktivierend zu wirken, da sich der
Rezeptor ebenfalls mit einem ITAM-Motiv (FceRlI-y) verknipfen kann (47). Des Wei-
teren erkennt KIR2DL4 mit HLA-G einen Liganden der HLA-Klasse-Ib-Molekile (48).
Die Liganden fur KIR2DL5 und KIR3DL7 sind bisher noch unbekannt.
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Tabelle 1: NK-Zellrezeptoren. Ubersicht (iber die verschiedenen aktivierenden (+) und inhibierenden
(-) NK-Zell-Rezeptoren. Bei einigen Rezeptoren ist die Qualitat des vermittelten Signals noch unbe-
kannt (?).

NK-Zell-Rezeptoren

Rezeptorklasse Bezeichnung Ligand Signal | Referenz
KIR2DL1 (CD158a) HLA-C2 - (44)
KIR2DL2 (CD158b1) | HLA-C1 - (44)
KIR2DL3 (CD158b2) | HLA-C1 - (44)
KIR2DL4 (CD158d) HLA-G +/- (48)
KIR2DL5 (CD158f) ? - (49)
KIR3DL1 (CD158el) | HLA-Bw4 - (45)
o KIR3DL2 (CD158k) HLA-A3, All - (46)
Immunglobulln-ahnllche KIR3DL7 (CD1582) > N (43)
Killerzellrezeptoren
KIR2DS1 (CD158h) HLA-C2 + (50)
KIR2DS2 (CD158)) HLA-Cw3, All + (50,51)
KIR2DS3 ? + (52)
KIR2DS4 (CD158i) HLA-Cw4 + (53)
KIR2DS5 (CD158g) ? + (52)
KIR2DS6 (CD158c) ? + (54)
KIR3DS1 (CD158e2) | HLA-Bw4 + (55)
CD94/NKG2A/B HLA-E - (56)
CD94/NKG2C HLA-E + (56)
NKG2-Rezeptoren CD94/NKG2E/H Etngl - + (57)
NKG2D MICA, MICB * (58)
NKG2F ? + (59)
NKp30 B7-H6 + (60,61)
natirliche Zytotoxizitats- NKp44 MLL5 + (62,63)
rezeptoren NKp46 ? + (38)
NKp80 AICL + (64)
FcyRIII (CD16) IgG + (23)
AIM (CD69) ? ? (65)
andere Rezeptoren TACTILE (CD96) PVR -(?) (66,67)
DNAM-1 (CD226) Nectin-2, PVR + (68)
ILT2 (CD85j) HLA-G - (69)

Die aktivierenden KIR haben kurze intrazellulare Domanen (S), die bei Quervernet-
zung mit dem Adapterprotein DAP12 einen aktivierenden intrazellularen Signalweg
auslosen (70). Die Bindungspartner der extrazellularen Domanen der aktivierenden
KIR sind weniger gut bekannt als die der inhibierenden Rezeptoren dieser Familie.
KIR2DS1 erkennt, wie sein inhibitorisches Gegenstick KIR2DL1, HLA-C2. KIR2DS2
scheint zum einen HLA-Cw3 mit sehr niedriger Affinitdt zu erkennen (50), zum ande-
ren konnte eine Bindung von HLA-A1l1 nachgewiesen werden (51). Wéahrend
7
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KIR2DS4 an HLA-Cw4 bindet (53) und der Bindungspartner von KIR3DS1 mit HLA-
Bw4 ebenfalls bekannt ist (55), sind die Liganden der Rezeptoren KIR2DS3,
KIR2DS5 und KIR2DS6 weiterhin nicht identifiziert.

Die KIR unterscheiden sich in der Affinitat gegentber ihren Liganden. Die Interaktion
zwischen HLA-C2 und KIR2DL1 ist starker als zwischen HLA-C1 und KIR2DL2 bzw.
KIR2DL3. Zudem weisen aktivierende KIR eine niedrigere Bindungsaffinitat auf als
ihre inhibierenden Gegensticke (71,72). Auch KIR2DL2 und KIR2DL3 interagieren
unterschiedlich stark mit HLA-Cw3, so dass sich die Affinitat zu dem Liganden wie
folgt verhalt: KIR2DL2 > KIR2DL3 > KIR2DS2 (50).

Aus der Gruppe der NKG2-Rezeptoren exprimieren NK-Zellen den inhibitorischen,
heterodimeren Rezeptor CD94/NKG2A sowie dessen Spleil3-Variante CD94/NKG2B.
Diese Rezeptoren erkennen das nicht-klassische MHC-Molekil HLA-E (56). Die He-
terodimere CD94/NKG2C und CD94/NKG2E sowie das durch alternatives Spleil3en
entstehende CD94/NKG2H binden ebenso an HLA-E. Sie vermitteln jedoch, gekop-
pelt tUber das Adapterprotein DAP12, aktivierende Signale (56,73,74).

Weitere Mitglieder der NKG2-Rezeptorfamilie sind NKG2D und NKG2F, die beide
nicht an CD94 gekoppelt sind. NKG2D spielt uber die Erkennung der Stress-
induzierten MHC-Klasse-I-Polypeptid-verwandten Ketten A und B (MHC Class I-
Related Polypeptide Sequence A/B, MICA/B) und des UL16 bindenden Proteins
(UL16-Binding Protein, ULBP) eine wichtige Rolle in der Regulation der NK-
Zellaktivitat, da es die inhibierenden Signale einer MHC-Klasse-I/KIR-Bindung Uber-
winden und zur Aktivierung der NK-Zelle fihren kann (58). NKG2F scheint ebenfalls
aktivierende Funktion zu haben, wobei der Ligand des Rezeptors noch nicht identifi-
ziert ist (59).

Die natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (NCR) zéhlen zu den aktivierenden NKR
(aNKR). Die Nomenklatur richtet sich nach ihrer MolekulargréZe. NKp30 (30 kDa
grof3) sowie NKp44 und NKp46 fuihren bei Aktivierung zur Zunahme der Zytotoxizitat
und Zytokinproduktion. Die Expression von NKp44 ist jedoch, anders als bei NKp30
und NKp46, auf aktivierte NK-Zellen beschrénkt. NKp44 ist daher ein wichtiger Mar-

ker zum Nachweis der Aktivierung humaner NK-Zellen (36).
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NKp46 ist einer der Hauptrezeptoren, die bei der Auslésung der nattrlichen Zytotoxi-
zitat der NK-Zellen eine Rolle spielen. Die Oberflachendichte des NKp46 ist eng ver-
knupft mit der natirlichen Zytotoxizitat gegeniber HLA-Klasse-I-ungeschitzten Zel-
len (75).

NKp30 bindet das Oberflachenmolekil B7-H6, das von humanen Tumorzellen, nicht
aber normalen menschlichem Gewebe exprimiert wird (61). NKp44 erkennt das
ebenfalls auf Tumorzellen exprimierte gemischte Abstammungslinie-Leukamie-5-
Protein (Mixed Lineage Leukemia-5 protein, MLL5) (63).

Der Ligand von NKp46 ist bisher noch unbekannt. NKp80, welches strukturelle Ahn-
lichkeiten zu NKG2-Rezeptoren aufweist, bindet wiederum das aktivierungs-
induziertes C-Typ-Lektin (Activation-Induced C-type Lectin, AICL) und ermdglicht

somit die Erkennung maligner myeloischer Zellen (64,76).

Das aktivierungs-induzierte Molekdl (Activation-Induced Molecule, AIM, CD69) ist ein
frih exprimierter Aktivierungsmarker unbekannter Funktion, den u.a. NK-Zellen auf
ihrer Oberflache tragen (65). Aktivierte NK-Zellen exprimieren auRerdem den Marker
CD96 (T Cell Activation-Increased Late Expression, TACTILE), welcher an der Ad-
hasion in der Spatphase der Immunantwort mitwirkt (66). Kurzlich publizierte Ergeb-
nisse weisen darauf hin, dass CD96 mit dem DNAX-Begleitmolekil 1 (DNAX Acces-
sory Molecule-1, DNAM-1) um den Poliomyelitisvirusrezeptor (PVR) als Ligand kon-
kurriert, so dass die Interaktion zwischen CD96 und PVR die Zytokinfreisetzung und

somit die Immunantwort inhibiert (67).

DNAM-1 ist ein weiterer aktivierender Rezeptor und gehort zur lg-Superfamilie.
DNAM-1 erkennt Nektin-2 und den PVR, fungiert als Adhé&sionsmolekil und ist des
Weiteren in der Regulation der Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber verschiedenen
Tumorentitaten hamatopoetischen Ursprungs beteiligt (68,77,78). Ein weiterer Re-
zeptor der lg-Superfamilie auf der Oberflache von NK-Zellen ist das lg-ahnliche
Transkript 2 (ILT2), welches, wie KIR2DL4, HLA-G erkennt und zu den inhibierenden
Rezeptoren zéhlt (69).
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1.2.1.2 Subgruppen der NK-Zellen

Naturliche Killerzellen sind durch die Expression von CD56 gekennzeichnet. Anhand
der differentiellen Expression des Fcy Rezeptors Il (CD16) kbnnen zwei Hauptsub-
populationen von NK-Zellen unterschieden werden. 10% der NK-Zellen exprimieren
den Fc-Rezeptor FcyRIII nicht oder nur in geringer Dichte, wahrend CD56 hoch ex-
primiert wird. Sie werden als regulatorische CD16%™" CD56""9"-NK-Zellen bezeich-
net, da sie die Hauptquelle an von NK-Zellen stammenden immunregulatorischen
Zytokinen sind (25,79). 50 — 70% der CD56"""-NK-Zellen sind CD16", 30 — 50% ex-
primieren CD16 schwach (CD16%™) (80).

Die Mehrzahl der NK-Zellen des Menschen (ca. 90%) weist eine niedrige Expression
von CD56 und eine hohe Expression von CD16 auf, so dass diese Zellen als
CD16"™" CD569™-NK-Zellen bezeichnet werden. Diese Zellpopulation besteht aus
aullerst effizienten zytotoxischen Effektorzellen (81), die entsprechende Zielzellen
sowohl Uber die naturliche zellulare Zytotoxizitat, als auch Antikdrper-vermittelt lysie-

ren konnen.

Zwei weitere Subpopulationen, die jedoch nur eine Minderheit in gesunden Individu-
en ausmachen, wurden beschrieben: CD16~ CD56%™ - und CD16"™"™ CD56 NK-
Zellen. Die Rolle der CD16™ CD56%™ Zellen ist unbekannt, wohingegen bei den
CD16"9" CD56™ NK-Zellen zumindest bekannt ist, dass sie bei einer HIV-Infektion
stark expandieren, jedoch wenig reaktionsféhig zu sein scheinen (82). Im Folgenden

werden deshalb nur die beiden Hauptsubgruppen naher beschrieben.

Das Verhaltnis der NK-Zellsubpopulationen wird u.a. durch das Alter beeinflusst. Bei
alteren Personen ist die Zahl der CD56%™ NK-Zellen beispielsweise erhoht, wahrend
es keine signifikante Anderung der Anzahl an CD56"™"™ Zellen gibt (83). Die
CD16""9" CcD56%™ Population ist hauptverantwortlich fiir die Zytotoxizitit gegen Ziel-
zellen und ist im Vergleich mit den CD16%™- CD56"" Zellen zu einem héheren Maf
an Antikorper-abhéngiger zellularer Zytotoxizitat fahig (84). Zudem weist sie einen
deutlich hoheren Perforin- und Granzymgehalt auf (85). Obwohl die CD16%™
CD56"™" NK-Zellen die weniger zytotoxische Subpopulation darstellen, leisten sie
ebenfalls einen wichtigen Beitrag fur die Immunantwort. Sie produzieren im Vergleich
zur zytotoxischen NK-Zellpopulation wesentlich groRere Mengen an immunregulato-

rischen Zytokinen, wie etwa Interferon y (IFN-y), Tumornekrosefaktor 3 (TNF-B),
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Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Interleukin 10
(IL-10) und IL-13 (86).

Neben der unterschiedlichen Expression von CD56 und CD16 unterscheidet sich
teilweise auch das restliche Rezeptorrepertoire dieser beiden Subpopulationen quan-
titativ und qualitativ in seiner Expression, was eine Erklarung fur die unterschiedli-
chen Funktionsweisen der NK-Zellsubgruppen sein kann. So exprimieren CD56"""
Zellen KIRs nur schwach, den inhibierenden heterodimeren Rezeptor CD94/NKG2A
jedoch vergleichsweise hoch, wahrend fiir CD56%™ NK-Zellen das Gegenteil zutrifft
(87). Auch die Dichte des aktivierenden Rezeptors NKp46 ist gewohnlich auf den
CD56"" Zellen hoher (88).

CD56"™" NK-Zellen zeigen zudem als einzige Lymphozyten eine wesentliche Ex-
pression des hochaffinen, heterotrimeren Interleukin 2 Rezeptors IL-2 Ray, den sie
zusatzlich zu dem mit mittlerer Affinitdt bindenden IL-2 RBy tragen, welcher auf allen
NK-Zellen zu finden ist (89). Diese unterschiedliche Ausstattung mit IL-2 Rezeptoren
zeigt sich in der hohen Proliferationsrate der CD56""9" NK-Zellen als Antwort auf
niedrige Dosen IL-2. Dem gegeniiber zeigen die CD56%™ Zellen selbst bei hohen
Dosen IL-2 keine Proliferation (90,91). Die unter einer kontinuierlichen Langzeitgabe
von IL-2 expandierenden CD56"™" NK-Zellen verandern auRerdem ihre CD16-
Expression dahingehend, dass ein Grof3teil von ihnen CD16 exprimiert und zu einem
hohen Mal3 an Antikdrper-vermittelter zellularer Zytotoxizitat fahig ist (91). Dank die-
ses Umstandes sind expandierte NK-Zellen vielversprechende Effektorzellen in der

Entwicklung neuartiger immuntherapeutischer Strategien.

1.2.1.3 Effektormechanismen

Damit NK-Zellen ihre wichtigen Effektorfunktionen, wie das Mitwirken an Entzin-
dungsreaktionen, Zytokinproduktion oder Zytotoxizitat gegeniber Zielzellen, erflllen
kbnnen, besitzen sie vielfaltige Effektormechanismen. Zielzellen kbnnen zum einen
Uber Perforin- und Granzym-vermittelte Zytotoxizitat lysiert werden. Das durch akti-
vierte NK-Zellen aus intrazellularen Granula freigesetzte Perforin bildet Poren in der
Zellmembran der Zielzelle, durch welche das ebenfalls aus Granula stammende

Granzym B in die Zielzelle eindringen kann. Granzym B fuhrt zur DNA-
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Fragmentierung, aktiviert Pro-Caspasen und induziert auf diese Weise die Apoptose
der Zielzelle (92,93).

Wahrend die Freisetzung von Perforin und Granzym B eine schnelle und vergleichs-
weise starke Lysemdoglichkeit darstellt, sind NK-Zellen auch zur langsameren und
weniger effizienten Induktion der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose von Zielzellen
fahig. Dieser Weg der Zytotoxizitat setzt die Expression von Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) Rezeptoren auf den Zielzellen voraus. NK-Zellen exprimieren Liganden dieser
Rezeptoren, wie z.B. den Fas-Liganden (FasL), den TNF-Liganden bzw. den TNF-
verwandten, Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL, TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand), die bei Bindung die Apoptose der Zielzelle auslésen (94,95).

Nach Aktivierung sezernieren NK-Zellen aul3erdem Zytokine wie beispielsweise IFN-
Y, TNF-a, GM-CSF, IL-10 oder IL-13 und kdnnen so die Immunantwort auf Virus-
infizierte oder maligne entartete Zellen modulieren und das Tumorwachstum brem-
sen (95).

1.2.1.4 Regulation der NK-Zellaktivitat

Die Regulation der NK-Zytotoxizitat erlaubt zum einen die Aufrechterhaltung der no-
tigen Selbsttoleranz zur Verhinderung von Autoimmunitat, zum anderen gewahrleis-
tet sie die ausreichende Funktionalitéat der NK-Zellen, d.h. die Eliminierung z.B. Virus-
infizierter oder maligne entarteter Zellen. Die Zytotoxizitat wird Uber inhibierende und
aktivierende Signale reguliert. Zellen, die autologe MHC-Klasse-I-Molekile ungenu-
gend oder gar nicht exprimieren, aber aktivierende Signale in einem normalen Mal3
auf ihrer Oberflache tragen, werden durch NK-Zellen erkannt und lysiert. Verantwort-
lich dafir ist die Abnahme der Signale, die Uber inhibierende MHC-Klasse-I-
erkennende Rezeptoren vermittelt werden, so dass sich das Gleichgewicht zwischen
aktivierenden und inhibierender Einflussen in Richtung Aktivierung verschiebt
(96,97). Dies ist etwa der Fall bei entarteten oder Virus-infizierten Zellen, die haufig
ihre MHC-Klasse-I-Expression herunterregulieren (98,99), um der Immunantwort von

T-Zellen zu entgehen.

NK-Zellen sind aber auch in der Lage, Zellen mit adaquater MHC-Expression zu ly-

sieren, wenn die aktivierenden Signale die inhibierenden tbertreffen. Auch hier ver-
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lagert sich das Gleichgewicht in Richtung der NK-Zell-Aktivierung. Dabei spielen v.a.
aktivierende Rezeptoren eine Rolle, die Nicht-MHC-Klasse-I-Liganden binden, wie
z.B. NCRs oder NKG2D. Dies kommt beispielsweise bei einigen Tumor- und ge-
stressten Zellen vor, welche entsprechende Liganden vermehrt auf der Oberflache

prasentieren.

Die Erlangung der Selbsttoleranz von NK-Zellen ist eine erworbene und keine ver-
erbte Eigenschaft, da die zuféllig aktivierten KIR-Gene und der HLA-Status eines In-
dividuums, deren Informationen sich auf unterschiedlichen Chromosomen befinden,
voneinander unabhéngig vererbt werden (97). Dass die Selbsttoleranz nicht immer
vollstdndig ausgepragt ist bzw. eventuell verloren gehen kann, zeigt die Rolle von
NK-Zellen bei der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten (100). Die genauen Vor-
gange, die zur Erlangung eines selbsttoleranten, aber funktionsfahigen Rezeptorre-

pertoirs fuhren, sind schlussendlich nur schlecht verstanden.
1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

NK-Zellen sind in der Lage maligne Zellen zu erkennen und nachfolgend zu eliminie-
ren. Hierbei kann das zytotoxische Potential der NK-Zellen durch die Aktivierung mit
Zytokinen gesteigert werden. Diese ,naturliche Zytotoxizitat® der NK-Zellen ist strikt
durch die Verrechnung inhibierender und aktivierender Stimuli balanciert. Eine ver-
minderte Inhibierung der NK-Zellen kdnnte daher, ebenso wie die verstarkte Perzep-

tion aktivierender Signale, zu einer gesteigerten Zytotoxizitat fihren.

Im Rahmen der Dissertation wurde der Einfluss einer IL-2 bzw. IL-15 vermittelten
Voraktivierung auf das zytotoxische Potential der NK-Zellen untersucht. Da sich Zel-
len des Multiplen Myeloms wenig responsiv gegenuber der NK-Zell-vermittelten na-
turlichen Zytotoxizitat zeigen, wéare eine durch IL-2 oder IL-15 vermittelte Steigerung
des zytotoxischen Potentials der NK-Zellen zur Lyse dieser Zielzellen winschens-

wert.

Sowohl eine durch die Voraktivierung erhthte Expression aktivierender NK-Zell-
Rezeptoren, aber auch die Reduktion der Expressionshdhe der inhibierenden NK-
Zell-Rezeptoren bzw. eine Anderung des KIR Expressionsmusters konnte aus-

schlaggebend flr eine Steigerung der lytischen Aktivitdt der NK-Zellen sein. Daher
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wurde der Einfluss der Voraktivierung auf die Expressionshohe dieser Rezeptoren
sowie den KIR Phénotyp bestimmt.

Nachdem autologe Zellen durch die Inhibition der NK Zellen vor deren lytischer Akti-
vitdt geschuitzt sind, kdnnte eine Reduktion der inhibierenden Rezeptoren oder aber
eine Veranderung des KIR Phanotyps aufgrund der Voraktivierung ein Risiko fur ei-
nen spateren Transfer dieser Strategie in die klinische Anwendung darstellen, da
autologe Zellen evtl. nicht mehr ausreichend vor der Iytischen Aktivitat der NK-Zellen

geschutzt waren. Dieser Aspekt wurde ebenfalls im Rahmen der Arbeit adressiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

Soweit nicht anders angegeben wurden die folgenden Materialien verwendet.

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

MMACS™ p Saule

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

0,2 ml PCR-Reagiergefal} 8er-Kette

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

3,5 ml Einmal-Pasteurpipette

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

4 ml Vi-CELL™ Probengefaf®

Beckman Coulter, Brea, USA

5 ml Réhre fir Durchflul3zytometer

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

6-well, 24-well Gewebekulturplatte mit fla-
chem Boden und Deckel

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

96-well Mikroplatte mit rundem Boden fir
1450 MicroBeta™

PerkinElmer, Waltham, USA

96-well Platte mit v-férmigem Boden und
Deckel

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Einmal-Skalpell Nr. 10

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Gewebekulturflasche 50 ml

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Gewebekulturflasche 650 ml fir adharente
Zellen

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

MACS® LS Trennsaule

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS® Vortrennungsfilter 30 pm

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Pipettenspitzen 0,1 - 10 ul, 0,5 - 20 pl,
2 - 200 pl, 50 - 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter 2,5 pl, 10 pl,
100 pl, 1000 pl

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Reagiergefal? 1,5 ml, 2 ml

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Reservoir fur Multipette 2,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipette 2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 ml, 50 ml

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Zentrifugenréhre 10 ml, 50 ml

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
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Tabelle 3: Reagenzien

Reagenzien

Produkt

Hersteller

0,05 % Trypsin-EDTA

Invitrogen, Carlsbad, USA

100 Bp-DNA Leiter Extented 50 pg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)

Beckman Coulter, Brea, USA

Accutase

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Agarose

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

autoMACS™ Spulldsung

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CellGro® rh IL-15 10 g (= 8 x 10° IU/mg)

CellGenix Technologie Transfer GmbH,
Freiburg, Deutschland

CellGro® serumfreies Zellwachstumsmedium
fir hAmatopoetische Stamm- und Progreni-
torzellen

CellGenix Technologie Transfer GmbH,
Freiburg, Deutschland

Chrom-51 185 MBg/ml

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Ficoll-Paque™ PLUS

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Schweden

fotales Kalberserum

Perbio Science, Cramlington, England

MACS bovine Serumalbuminlésung

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Penicillin Streptomycin

Invitrogen, Carlsbad, USA

phosphatgepufferte Salzlosung

Invitrogen, Carlsbad, USA

rh IL-2 Proleukin® S 18 x 10° IE

Novartis Pharma GmbH, Nirnberg,
Deutschland

rh IL-6

Invitrogen, Carlsbad, USA

RPMI 1640 + GlutaMAX™-|

Invitrogen, Carlsbad, USA

Szintillationsgemisch Optiphase Supermix

PerkinElmer, Waltham, USA

Triton® X-100

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Zelllinien

Zelllinien

Zelllinie Zelltyp

humane Plasmazellleukamie-Zelllinie,
INA-6 .

IL-6 abhé&ngig
K-562 humane CML-Zelllinie
L363 humane Plasmazellleukamie-Zelllinie
RPMI 8226 humane Myelomzelllinie
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Tabelle 5: Gerate

Produkt Hersteller

Dunkelhaube RH-5 Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch,
Deutschland

Navios™ Durchflusszytometer Beckman Coulter, Brea, USA
Szintillationszahler 1450 MicroBeta Trilux PerkinElmer, Waltham, USA

thermoMACS™ Separator Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Thermozykler PTC-200 MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau, Deutschland
Vi-CELL™ Zellvitalitdtsmessgeréat Beckman Coulter, Brea, USA
Vortexmischer PV-1 Grant Instruments, Cambridge, England
Zentrifuge Megafuge 1.0 R, 3 S-R Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 6: Kits

Produkt Herstellter

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MMACS™ cDNA-Synthesekit

MMACS™ mRNA-Isolationskit

Intrazellulares Farbungskit

KIR-Typisierungskit

NK-Zellaktivierungs- und -expansionskit

NK-Zellen-Isolationskit: human

Tabelle 7: Zellkulturmedien

Zellkulturmedien

Medium Zelllinie Zusammensetzung
RPMI 1640 + GlutaMAX™-|
R10-Medium + |\ \ & 10 % fétales Kalberserum
IL-6 1 % Penicillin Streptomycin
2,5 ng/ml IL-6

RPMI 1640 + GlutaMAX™-|

10 % fotales Kélberserum

1 % Penicillin Streptomycin
CellGro® serumfreies Zellwachs-
tumsmedium fur hamatopoetische
NK-Zellen (Expansion) Stamm- & Progrenitorzellen

10 % fotales Kélberserum

500 U/ml IL-2

K-562, L363, RPMI 8226,

R10-Medium NK-Zellen (Kurzzeitaktivierung)

Expansions-
medium
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2. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 8: Pufferlésungen

Pufferldsungen

Puffer Zusammensetzung
. 1,45 | autoMACS™ Spillésung
0 )
MACS Separationspuffer (0,5 % BSA) 75 ml MACS bovine Serumalbuminlésung
40 mM Tris
TAE-Puffer (1x) 1 mM EDTA-Na,-Salz
40 mM Essigsaure

Tabelle 9: monoklonale Antikérper

monoklonale Antikorper

Antikorper Reaktivitat | Hersteller

CD112-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

%%535659%7 human R&D systems, Minneapolis, USA

CD158a,h-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD158b1/b2,j-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD158el/e2-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD158i-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD159a-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD16, Klon 3G8 human Beckman Coulter, Brea, USA

CD16-FITC human Beckman Coulter, Brea, USA

CD226(DNAM-1) pure | human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD226(DNAM-1)-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD314(NKG2D) pure | human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD335(NKp46) pure human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD335(NKp46)-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD336(NKp44) pure human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD336(NKp44)-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD337(NKp30) pure human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD337(NKp30)-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD45-Pacific Blue human Beckman Coulter, Brea, USA

CD56-PC7 human Beckman Coulter, Brea, USA

CD69-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

CD96-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

Etﬂ ggizFllTC human Beckman Coulter, Brea, USA

lgG1-PE murin Beckman Coulter, Brea, USA

lgG2a-FITC murin Beckman Coulter, Brea, USA

IgG2a-PE murin R&D systems, Minneapolis, USA

MIC A/B-PE, Klon 6D4 | human BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

NKG2D-PE human Beckman Coulter, Brea, USA

EII;)?]Pl%OZES human R&D systems, Minneapolis, USA

E::)EPlgégS(/)s?PE human R&D systems, Minneapolis, USA
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.2 Methoden
2.2.1 Isolation der peripheren mononuklearen Blutzellen

Die Isolation der peripheren mononukleéren Blutzellen (Peripheral Blood Mononu-
clear Cells, PBMCs) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Als Separations-
medium wurde Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) verwendet. Ausgangsmaterial fur die Ge-
winnung von PBMCs waren Leukozytendepletionskammern (Leukoreduction System
Chambers, LRSCs), die vom Blutspendezentrum (Institut fur Transfusionsmedizin,
UK-SH, Kiel) bezogen wurden. LRSCs fallen als Nebenprodukt bei der Throm-
bozytapherese an, aus ihnen lassen sich doppelt so viele PBMCs isolieren wie aus
Buffy Coats und die gewonnenen Zellen haben eine vergleichbare Zusammenset-
zung wie Leukozytenfiltereluate (101). Nach Er6ffnen der LRSCs wurde die erythro-
zytenhaltige Zellsuspension mit einem Volumenanteil PBS verdinnt. In 50 ml Zentri-
fugenréhren wurden 7,5 ml verdunntes Blutzellsuspension auf 15 ml Ficoll geschich-
tet. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation zur Auftrennung der zellularen Be-
standteile (850 g, 20 min).

Ficoll weist eine héhere Dichte als PBMCs und Thrombozyten und eine geringere als
Erythrozyten und Granulozyten auf. Die Zellfraktionen trennen sich nach ihrer Dichte
auf, es bildet sich eine PBMC-haltige Interphase zwischen Ficoll und der oberen
Phase aus verdinntem Plasma und Thrombozyten (102). Die in der Interphase be-
findlichen Zellen wurden abpipettiert und in PBS aufgenommen. AnschlieRend wur-
den die Zellen durch mehrmalige Zentrifugation (544 g, 5 min) mit PBS gewaschen.
Die so gewonnenen PBMCs wurden zur weiteren Praparation von NK-Zellen ver-

wendet.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

In einem 4 ml Vi-CELL™ Probengefall wurde 1 ml verdinnte Suspension der jeweils
zu bestimmenden Zellen mit dem Zellvitalitdtsmessgerat Vi-Cell™ Cell Viability Ana-
lyzer hinsichtlich Vitalitat und Konzentration analysiert. Die Verdinnung erfolgte ent-
sprechend der erwarteten Konzentration der Zellsuspension mit PBS. Bei zu wenigen

Zahlereignissen wurde die Messung in einer niedrigeren Verdinnung wiederholt. Aus
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2. MATERIAL UND METHODEN

der Konzentration vitaler Zellen und dem Volumen der Zellsuspension wurde an-

schlie3end die absolute Zellzahl nach folgender Formel bestimmt:

Zellzahl = Volumen [ml] x Konzentration [Zellen/ml]

2.2.3 Magnetische Zellseparation von NK-Zellen

Die magnetische Zellseparation (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) erfolgte
unter Anwendung des NK Cell Isolation Kit: human von Miltenyi Biotec. Ausgangs-
material waren die aus LRSC isolierten PBMCs. Zur Negativselektion der NK-Zellen
werden hierbei zunachst alle Nicht-NK-Zellen mit biotinylierten Antikrpern markiert.
In einem zweiten Schritt binden mit Magnetpartikeln versehende Zweitantikbrper
(MicroBeads) an den Biotinresten. Die mit MicroBeads beladenen Nicht-NK-Zellen
werden beim Durchfluss durch eine Trennsaule, die von einem starken Magnetfeld
umgeben wird, zuriickgehalten und die unmarkierten NK-Zellen kénnen als Zellsus-
pension aufgefangen werden. Die Separation der NK-Zellen erfolgte nach dem Pro-
tokoll zur Isolation von NK-Zellen von Miltenyi Biotec. Zur magnetischen Separation
der NK-Zellen wurden je 500 pl Zellsuspension tber eine zuvor mit 3 ml Puffer ge-
spiilte MACS® LS Trennséaule laufen gelassen. Um Zellklumpen aus der Zellsuspen-
sion zu filtern wurden den Trennsaulen MACS® Vortrennungsfilter vorgeschaltet. Die
unmarkierten NK-Zellen wurden in 10 ml Zentrifugenrohren aufgefangen. Nach
Durchfluss der Zellsuspension wurde jede Trennsaule dreimal mit jeweils 3 ml Puffer
gespult. Der Durchfluss wurde ebenfalls in den Zentrifugenréhren gesammelt. Die
Reinheit der NK-Zellpraparation lag im Mittel bei 99,7 % (SEM = 0,05; n = 31).
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2.2.4 Voraktivierung der NK-Zellen

Die immunomagnetisch isolierten NK-Zellen wurden mit R10-Medium auf eine Kon-
zentration von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und die Zellsuspension wurden in 6-well
Gewebekulturplatten gegeben. Bei einigen Wells blieb zur Kontrolle die Aktivierung
mit Interleukinen aus. Von den ubrigen NK-Zellen wurde ein Teil mit 100 U/ml IL-2
und der andere Teil mit 10 ng/ml IL-15 versehen. AnschlieRend erfolgte eine Inkuba-
tion (37°C, 6,0 % CO,) der Gewebekulturplatten Uber Nacht im Brutschrank.

2.2.5 Langzeitaktivierung und Expansion von NK-Zellen

Die isolierten NK-Zellen wurden tiber 21 d mit Mikrokugeln (MACS® Anti-Biotin
MACSiBead™ Particles, MACSiBeads), die zuvor mit biotinylierten Antikérpern ge-
gen CD335 (NKp46) und CD2 beladen worden sind, expandiert und mit IL-2 (500
U/ml) aktiviert. Die beladenen MACSiBeads simulieren dabei Uber eine Quervernet-
zung mit den NK-Zellen potentielle Zielzellen und die hohe Dosis IL-2 sorgt fur eine
Aktivierung der NK-Zellen. Fur die Expansion wurde das NK-Zellaktivierungs- und -
expansionskit (NK Cell Activation / Expansion Kit human) von Miltenyi Biotec ver-
wendet. Die Beladung der monoklonalen Anti-Biotin-Antikorper mit biotinylierten Anti-
korpern gegen CD335 (NKp46) und CD2 sowie das Beladen und Waschen der
MACSiBeads erfolgte gemalR Herstellerangaben. Fur die Expansionsansatze wurden
5 x 10° beladene MACSiBeads pro 10° zu expandierende NK-Zellen eingesetzt, wel-
che zuvor mit Expansionsmedium gewaschen und auf eine Konzentration von 10°
Zellen/ml eingestellt worden waren, so dass das MACSiBeads-NK-Zellverhaltnis 1:2
betrug. Mit den NK-Zellen wurde eine 24-well Gewebekulturplatte mit 1 ml Zellsus-
pension pro Bohrung bestiickt. Ein Teil der Bohrungen wurde nun mit jeweils 50 pl
vorbereiteter MACSiBeads versehen und gut durchmischt. Die restlichen Bohrungen
wurden als Kontrollansatze ohne MACSIiBeads belassen. Die Expansion erfolgte
Uber 21 d im Brutschrank (37°C, 6,0 % CO,). Die Ansatze wurden regelmalig unter
dem Mikroskop kontrolliert, aufgewirbelt und falls nétig mit frischem Expansionsme-
dium versehen. Unter der Expansion lagerten die NK-Zellen sich zu gré3eren Zell-
klumpen zusammen. Wurde eine zu hohe Zelldichte erreicht, wurden die NK-Zellen

aufgewirbelt und der Inhalt einer Bohrung auf zwei Bohrungen gesplittet.
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2.2.6 Zytotoxizitatstests

Mithilfe eines Chrom-51-(>'Cr)-Freisetzungstests (*'Cr-Release-Assays) wurde die
zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen untersucht. Hierbei wird >'Cr aus radioaktivmar-
kierten Zielzellen durch Effektorzell-vermittelte Lyse (Cell-Mediated Lysis) freigesetzt
und kann anschlieRend im Zellkulturmedium nachgewiesen werden. Zur Markierung
wurden die zuvor auf Vitalitat gepriften Zielzellen herunterzentrifugiert (544 g, 5 min)
und die Zellpellets danach in 100 ul *>*Cr / 10° Zellen resuspendiert. Fiir eine ausrei-
chende Aufnahme des °'Cr wurden die Zielzellen im Brutschrank (37°C, 6,0 % CO»,
1 — 1,5 h) inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation wurde tberschiissiges >'Cr
durch dreimaliges Waschen mit jeweils 10 ml R10-Medium entfernt und die Zielzellen
auf eine Konzentration von 10° Zellen / ml eingestellt. Pro Ansatz wurden 50 pl Ziel-
zellsuspension (entspricht 5.000 Zellen) verwendet. Mit den chromierten Zellen wur-
den zuvor vorbereitet 96-Loch-Platten beschickt. Um auf ein Endvolumen von 200 ul
/ Bohrung zu kommen, wurde die dazu fehlende Menge R10-Medium vorgelegt. Als
Effektorzellen wurden anschlie3end voraktivierte NK-Zellen eingesetzt und im An-
schluss die radioaktivmarkierten Zielzellen hinzugefugt. Jeder Ansatz wurde in
Triplets pipettiert. Um die basale *Cr-Freisetzung (Basal Release, BR) zu ermitteln,
wurde ein Ansatz ohne Effektorzellen belassen. Zur Ermittlung der maximal mogli-
chen *'Cr-Freisetzung (Maximal Release, MR) wurden einem Ansatz statt Effektor-
zellen 50 pl des nichtionischen Tensids Triton® X-100 zugegeben, welches die Zell-
membranen der Zielzellen permeabilisiert und so zur Lyse fihrt. Es folgte eine Inku-
bation der Ansatze im Brutschrank (37°C, 6,0 % CO,, 3 h). Nach beendeter Inkubati-
onszeit wurden die 96-Loch-Platten zentrifugiert (850 g, 5 min). 25 pl der Uberstande
wurden danach vorsichtig auf 96-Loch-Platten fur den Szintillationszahler transferiert,
die zuvor mit jeweils 125 pl FlUssigszintillationsgemisch pro Bohrung bestiickt wor-
den waren. Zur guten Durchmischung von Uberstanden und Szintillationsgemisch
wurden die 96-Loch-Platten fur 20 min auf einer Ruttelplatte belassen und nach Ab-
lauf der Zeit in den Szintillationszahler gestellt. Dieser detektiert die freiwerdende
y-Strahlung als Malf3 fir die Menge lysierter Zielzellen. Die Messung erfolgt in Z&h-
lungen pro Minute (counts per minute, cpm). Aus den cpm-Werten der Triplets wur-
den Mittelwerte gebildet, die zur Berechnung der spezifischen Lyse nach folgender

Formel genutzt wurden:
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(experimentelle Lyse [cpm] — BR [cpm])
spezifische Lyse [%] = x 100
(MR [cpm] — BR [cpm])

2.2.6.1 °'Cr-Freisetzungstest zur natiirlichen Zytotoxizitat

Die Vorbereitung der Zielzellen, die Inkubation der besttickten 96-Loch-Platten und
die abschlielende Messung der Ansatze erfolgten wie im allgemeinen Teil 2.2.6 zu
den Zytotoxizitatstests beschrieben. Als Zielzellen dienten die Zelllinien INA-6,
K-562, L363 und RPMI 8226. Die NK-Zellen wurden in einem Effektor-Zielzell-
Verhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 eingesetzt. Dafur wurden 5 pl bzw. 25 pl der
NK-Zellsuspension und 50 pl der vorbereiteten Zielzellen verwendet. Dies entspricht
5.000 bzw. 25.000 NK-Zellen auf 5.000 Zielzellen.

2.2.6.2 °Cr-Freisetzungstest zur Autoreaktivitat

Die Vorbereitung der Zielzellen, die Inkubation der besttckten 96-Loch-Platten und
die abschlielende Messung der Ansatze erfolgten wie im allgemeinen Teil 2.2.6 zu
den Zytotoxizitatstests beschrieben. Als Zielzellen dienten autologe B-Zellen, die
freundlicherweise von Dr. C. Kellner (Sektion fur Stammzell- und Immuntherapie,
II. Medizinische Klinik und Poliklinik, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Cam-
pus Kiel) zur Verfiigung gestellt wurden. Die NK-Zellen wurden in einer E:T-Ratio von
5:1 eingesetzt. Dafur wurden 25 pl NK-Zellsuspension und 50 pl der vorbereiteten

autologen B-Zellen verwendet.

2.2.6.3 Blockierungsversuche

Bei den Blockierungsversuchen werden NK-Zellen mit ungekoppelten, monoklonalen
Antikorpern gegen verschiedene Rezeptoren inkubiert, um die entsprechenden Re-
zeptoren zu blockieren und auf diese Weise die fir eine Interaktion ndtige Bindung
zwischen Rezeptor und Ligand wéahrend der Inkubation mit den Myelomzellen zu un-

terbinden. Auf diese Weise kann uber eine eventuell stattfindende Reduktion der
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spezifischen Lyse der Einfluss der einzelnen aktivierenden NK-Rezeptoren auf die
naturliche Zytotoxizitat der NK-Zellen untersucht werden.

Die Vorbereitung der Zielzellen, die Inkubation der besttickten 96-Loch-Platten und
die abschliellende Messung der Ansatze erfolgten wie im allgemeinen Teil 2.2.6 zu
den Zytotoxizitatstests beschrieben. Als Ziel wurde die Zelllinie L363 eingesetzt. Die
NK-Zellen wurden vor der Inkubation mit den Zielzellen mit jeweils 10 ul eines der
ungekoppelten, monoklonalen Antikdrper gegen NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46
oder DNAM-1 versehen. Die NK-Zellen wurden in einer E:T-Ratio von 5:1 eingesetzt.
Dafur wurden 25 pl NK-Zellsuspension und 50 pl der vorbereiteten Zielzellen ver-

wendet.

2.2.7 Durchflusszytometrie zur Messung der NK-Rezeptorexpression

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Untersuchung von Zellpopulationen hinsichtlich
ihrer exprimierten Oberflachenmarker, intrazellularen Strukturen sowie Zellgré3e und
Zellzahl. Zunachst werden die zu untersuchenden Zellen mit monoklonalen Antikor-
pern markiert, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind. Anschlie3end wer-
den sie im Durchflusszytometer durch eine feine Kapillare gesogen und passieren
einzeln einen Laser. Das gestreute Licht wird von Detektoren erfasst und dient zur
Berechnung von GréRe und Granularitat der Zelle. Uber Detektion des durch die Flu-
oreszenzfarbstoffe emittierten Lichtes kann die Expressionsstarke des markierten

Oberflachenmarkers oder der intrazellularen Struktur bestimmt werden.

Als zu untersuchende Zellpopulationen wurden voraktivierte NK-Zellen verwendet.
Es erfolgten zunachst ein Waschschritt und die anschlieRende Einstellung auf eine
Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml mit PBS. Pro Ansatz wurden 65 ul NK-
Zellsuspension verwendet, dies entsprach 1,3 x 10° Zellen. Es wurde den Anséatzen
je 10 pl der Antikérper CD16-FITC, CD56-PC7 und CD45-Pacific Blue, sowie 10 ul
des Vitalfarbstoffes 7-AAD hinzugefligt. 7-AAD gelangt bei aufgehobener Zellmemb-
ranintegritat in die Zelle und interkaliert mit der DNA von somit non-vitalen Zellen.
Anschlie3end wurden zur Ermittlung der unspezifischen Antikdrperbindung zu einem
der Anséatze 10 ul PE-konjugierte Antikorper gegen murines IgG1l hinzu pipettiert.
Statt 1gG1-PE wurden die Ubrigen Ansatze mit 10 pl PE-konjugierten Antikdrpern
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spezifisch fur humanes NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, DNAM-1, CD69, CD96,
CD158a,h, CD158b1/b2, CD158el/e2, CD158i oder CD159a versehen. Nach der
Inkubation (5°C, 20 min, im Dunkeln) wurden jeweils 300 ul PBS hinzugefiigt und die
Ansatze mit dem Durchflusszytometer Navios™ gemessen und die Ergebnisse mit

der Navios™ Cytometry List Mode Data Acquisition & Analysis Sofware analysiert.

2.2.8 NKR-Liganden- und HLA-Expressionsbestimmung auf Zielzellen

Die Bestimmung der NKG2D- und DNAM-1-Liganden auf den Myelomzelllinien RPMI
8226, INA-6 und L363 sowie die HLA-Bestimmung auf den Zelllinien K-562, RPMI
8226, INA-8 und L363 erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Zunéachst wurden die
Zielzellen wir in Kapitel 2.2.6 beschrieben vorbereitet und auf eine Konzentration von
2 x 10° Zellen/ml mit PBS eingestellt. Pro Ansatz wurden 100 pl Zielzellsuspension
verwendet. Dies entspricht 2 x 10° Zellen. Den Ansatzen wurden anschlieBend 10 pl
des Vitalfarbstoffes 7-AAD hinzugefligt sowie jeweils einem Ansatz pro Zelllinie 10 pl
IgG2a-FITC und zu einem zweiten 10 pl HLA ABC-FITC. Fir die NKG2D- und
DNAM-1-Ligandenbestimmung wurde zu jeweils einem Ansatz neben 10 pl 7AAD
zusatzlich 10 pl MIC A/B-PE, ULBP-1-PE und ULBP-2/-5/-6-PE, zu einem anderen je
10 pl CD112-PE und CD155-PE und zu einem dritten 10 ul IgG2a-PE als Isotypkon-
trolle hinzugegeben. Nach der Inkubation (5°C, 20 min, im Dunkeln) wurden jeweils

300 ul PBS hinzugefligt und die Proben wie in Kapitel 2.2.7 beschrieben gemessen.

2.2.9 mRNA-Isolation

Die Isolation der mRNA aus NK-Zellen erfolgte mit dem uMACS™ mRNA Isolation
Kit von Miltenyi Biotec. Ausgangsmaterial waren voraktivierte und expandierte NK-
Zellen in Suspension und bei -20°C tiefgefrorene Zellpellets zuvor voraktivierter oder
expandierter NK-Zellen. Es wurden 1-3 x 10° Zellen fiir die mRNA-Isolation einge-
setzt. Die NK-Zellen in Suspension wurden zunéchst mit PBS gewaschen und pelle-
tiert, die gefrorenen Zellpellets direkt zur Isolation verwendet. Nach Hinzufligen von
1 ml eines hochkonzentrierten Salzpuffers mit 0,1 % SDS (Lysis/Binding Buffer, Ly-
sis-/Bindungspuffer) erfolgte die Lyse der Zellen durch finfminttiges Durchwirbeln

der Probe mit einem Vortexmischer. Um es von Zelltrimmern zu befreien, wurde das
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Lysat auf eine Lysatreinigungssaule (Lysate Clear Column) Ubertragen, die auf ei-
nem 2 ml Reagiergefal® platziert war, und anschliel3end zentrifugiert (13.000 g,
3 min). Zu dem Durchfluss wurden 50 ul Oligo(dT)-konjugierte Magnetpartikel (Oli-
go(dT) MicroBeads) hinzugegeben, die mit dem Poly(A)-Schwanz der mRNA hybridi-
sieren. Nach kurzem Durchmischen der Probe wurde diese uber eine zuvor mit 100
pl Lysis-/Bindungspuffer vorgespulte pMACS™ py Saule laufen gelassen, die im
Magnetfeld eines temperierbaren Magnet-Separators platziert war. Die markierte
MRNA bindet nun auf der Saule. Die p Saule wurde im Anschluss zweimal mit 200 pl
Lysis-/Bindungspuffer und viermal mit 100 pl eines niedrigkonzentrierten Salzpuffers
(Wash Buffer, Waschpuffer) gespult. Eine Eluierung der mRNA wurde nicht durchge-
fuhrt. Es wurde direkt im Anschluss an die mRNA-Isolation mit der cDNA-Synthese

begonnen.

2.2.10 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit dem PMACS™ One-step cDNA Kit von Miltenyi Bio-
tec durchgefihrt. Die Synthese erfolgte direkt im Anschluss an die mRNA-Isolation
und fand direkt auf der verwendeten y(MACS™ u Saule statt. Ausgangsmaterial war
die auf der p Saule gebundene mRNA. Zunachst wurde die p S&ule zweimal mit je-
weils 100 pl Aquilibrierungs- und Waschpuffer (Equilibration/Wash Buffer) gespiilt.
Anschlie3end wurden 20 pl resuspendierte Enzymmischung (lyophilized Enzyme Mix
in 20 yl Resuspension Buffer) hinzugefigt, die eine reverse Transkriptase und Des-
oxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) enth&lt. Um eine Verdunstung wahrend des
Syntheseschrittes zu verhindern wurde 1 pl Abdichtungsldsung (Sealing Solution) auf
die Matrix der p Saule gegeben. Im Anschluss daran erfolgte eine Inkubation (1 h,
42°C), wahrend der die cDNA synthetisiert wurde. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die g Saule zweimal mit jeweils 100 pl Aquilibrierungs- und Waschpuffer ge-
spult und der Durchfluss verworfen. Es wurden anschlie@Rend 20 pl cDNA-
Abgabeltsung (cDNA Release Solution) auf die p Saule gegeben und ein zweiter
Inkubationsschritt durchgefihrt (42°C, 10 min). Der Durchfluss und das nach an-
schlie3ender Elution der cDNA mit 50 pul cDNA-Elutionspuffer (cDNA Elution Buffer)
entstandene cDNA-Eluat wurden aufgefangen. Die gewonnene cDNA-LOsung wurde

entweder direkt im Anschluss an die cDNA-Synthese zur Bestimmung des KIR-
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Phanotyps mittels PCR verwendet oder fir eine spatere Bestimmung tiefgefroren (-
20°C).

2.2.11 Bestimmung der KIR-spezifischen mRNA-Expression mittels PCR

Die Bestimmung der KIR-spezifischen mRNA-Expression der Spender wurde mit
dem KIR Typing Kit von Miltenyi Biotec vorgenommen. Ausgangsmaterial war die

aus mRNA synthetisierte cDNA voraktivierter und expandierter NK-Zellen.

Eine Testplatte des KIR Typing Kits zur Bestimmung der mRNA-Expression eines
Spenders enthalt 19 Ansatze zur Detektion der Expression der verschiedenen KIR-
Gene bzw. Pseudogene, eine Kontrolle zur Erfassung einer Kontamination der
cDNA-Probe mit genomischer DNA, sowie eine Negativ- und eine Positivkontrolle.
Die Ansatze zur Detektion der KIR-Expression bestehen aus einer gefriergetrockne-
ten Enzymmischung, die eine Taq-DNA-Polymerase, fir das jeweilige Gen sequenz-
spezifische Primer (Sequence-Specific Primers, SSP), Primer fur eine interne Kon-
trolle (B-Aktin, 400 bp) und DNA Ladungspuffer enthélt.

Zunachst wurden zu der gefriergetrockneten Enzymmischung der Negativkontrolle
25 ul Resuspensionspuffer (Resuspension Buffer) gegeben. AnschlieRend wurden
25 pl der cDNA-L6sung grundlich mit 575 pl Resuspensionspuffer vermischt und je-
weils 25 pl cDNA-Puffer-Mischung zu den Ansatzen zur Detektion der KIR-
Expression, zur Kontaminationskontrolle und zur Positivkontrolle pipettiert. Alle An-
satze wurden durch Auf- und Abpipettieren gemischt und in 0,2 ml PCR-
ReaktionsgefaRe transferiert. Die Amplifizierung der cDNA mittels PCR in einem
Thermozykler erfolgte anschlieBend nach in Tabelle 10 dargestelltem Profil. Die
PCR-Produkte wurden im Anschluss mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese iden-

tifiziert.
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Tabelle 10: PCR-Profil. Ablauf der durchgefiihrten Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifizie-
rung der fir die einzelnen KIR-spezifischen komplementaren DNA (cDNA).

PCR der amplifizierten KIR-spezifischen cDNA

Schritt biochemischer Prozess Zeit Temperatur
1. Initialdenaturierung Denaturierung 60 s 95°C
Denaturierung 60 s 94°C
2. 35 Zyklen Annealing 60 s 63°C
Amplifikation 90 s 72°C
3. Kiihlung unbegrenzt 4°C

2.2.12 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Agarose-Gelelektrophorese kénnen DNA-Strange anhand ihrer Grol3e aufge-
trennt und charakterisiert werden. Die DNA-Strange werden auf ein Agarosegel auf-
getragen, durch welches in einer Elektrophoresekammer Strom flie3t. Die negativ
geladenen DNA-Bruchstlicke wandern dann abhangig von ihrer Grol3e mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit in Richtung Pluspol, wobei kurze Fragmente schneller
als grol3e Bruchsticke wandern. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde genutzt um
die Grol3e der amplifizierten, KIR-spezifischen cDNA voraktivierter NK-Zellen zu be-

stimmen und so den KIR-Typ des jeweiligen Spenders zu ermitteln.

Zunachst wurde ein 2 %iges Agarosegel hergestellt, indem 2 g Agarose in 100 ml
1-fach TAE-Puffer aufgekocht und das fliissige Gel in eine Form gegossen wurden,
die mit einem 40-zinkigem Kamm versehen war. Nach Abkuhlen auf Zimmertempera-
tur wurde der Kamm entfernt und das Gel in einer Elektrophoresekammer platziert.
Zur spateren GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurden 12 pl einer DNA-
Leiter (Langenstandard) in eine Tasche des Agarosegels gegeben. Weitere Taschen
wurden mit jeweils 8,5 pl der verschiedenen PCR-Ansatze beladen. Nach Anschalten
der Spannungsquelle wurde das Gel mit 100 V fir 45 min laufen gelassen. Nach Be-
endigung der Laufzeit kam das Gel fur weitere 10 min in ein Bad mit 1-fachem TAE-
Puffer, dem Ethidiumbromid zugesetzt war. Ethidiumbromid bildet mit Nukleinsauren
Komplexe und kann dann unter UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt werden. Auf die-
se Weise konnen die ihrer Grol3e nach aufgetrennten DNA-Bruchstiicke nachgewie-
sen werden. Im Anschluss an die Inkubation im Ethidiumbromidbad wurde das Aga-
rosegel unter einer Dunkelhaube mit UV-Licht belichtet und betrachtet. Zur anschlie-

Renden KIR-Typisierung wurden Bilder des belichteten Gels angefertigt.
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2.2.13 Statistische Analyse

Zur statistischen Berechnung der Ergebnisse wurde das Programm GraphPad Prism
5 fur Windows von der Graphpad Software Inc. verwendet. Werte wurden mit vertei-
lungsunabhangigen, nichtparametrischen Tests verglichen. Dabei kam als Test der
Oneway-ANOVA fir gepaarte bzw. ungepaarte Stichproben und der Bonferroni-
Posttest zur Anwendung. Bei Vierfeldertafeln kam der Exakte Test nach Fisher zum
Einsatz. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden Ergebnisse als statistisch signifikant gewer-
tet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber der Zelllinie K-562

Die humane CML-Zelllinie K-562 stellt ein sensibles Ziel fur die NK-Zell-vermittelte
Lyse dar. Sie weist nur eine reduzierte Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf,
so dass die Inhibition der NK-Zellen tber die KIR-MHC-Interaktion nur zu einem mi-
nimalen Anteil vorliegt (vgl. Abb. 1). Zudem exprimiert K-562 Liganden fir die aktivie-
renden NK-Rezeptoren NKG2D und DNAM-1 auf der Zelloberflache (103,104). K-
562 wurde daher als Kontrollzelllinie genutzt, um den Einfluss der Voraktivierung auf

das zytotoxische Potential der NK-Zellen unabhangiger Spender zu untersuchen.

K-562

Zellzahl

10° 10' 10°

HLA ABC

Abbildung 1: HLA-Expression auf der humanen CML-Zelllinie K-562. Fluoreszenzintensitat (FI)
der Expression des humanen Leukozytenantigens (HLA) fur die HLA-Gruppen A, B und C (schwarz)
und der Isotypenkontrolle (grau) der chronischen myeloischen Leukéamie-(CML)-Zelllinie K-562.

Nur solche Spender, die im nicht-voraktivierten Zustand bei einer E:T-Ratio von 5:1
mindestens 5% spezifische Lyse aufwiesen, wurden auch bei der Auswertung der
Zytotoxizitatsexperimente gegenuber den Myelomzelllinien RPMI 8226 und L363 be-
ricksichtigt.

Es wurden NK-Zellen von 43 Spendern gegen K-562 im 51Cr-Freisetzungstest ein-
gesetzt, um das Ausmal} der naturlichen Zytotoxizitat zu bestimmen (vgl. Abb. 2). 14
Spender wiesen bei einer E:T-Ratio von 5:1 im nicht-voraktivierten Zustand eine
spezifische Lyse unter 5% auf und wurden als non-responder (Nichtansprecher) de-

finiert. Die 29 Spender, die bei gleicher E:T-Ratio und gleichem Aktivierungszustand
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Abbildung 2: Spenderverteilung anhand der spezifischen Lyse von K-562. Einteilung anhand der
erreichten, spezifischen Lyse von K-562 bei einer E:T-Ratio von 5:1 im nicht-aktivierten Zustand in
non-responder, low-responder, medium-responder und high-responder.

eine Lyse von mindestens 5% zeigten, wurden als responder (Ansprecher) klassifi-
ziert und anhand der Hohe der erzielten Lyse gegeniber K-562 in drei Gruppen ein-
geteilt. Diese Einteilung erfolgte modifiziert nach Lotzova, Savary et al. (105). Spen-
der, die eine spezifische Lyse von 5 — 19% aufwiesen, wurden zur Gruppe der low-
responder (schwache Ansprecher) zusammengefasst (n = 8). Solche, die eine Lyse
von 20 — 45% erreichten, wurden als medium-responder (mittlere Ansprecher) be-
zeichnet (n = 13) und Spender mit einer spezifischen Lyse von > 45% gegenuber
K-562 wurden schliel3lich als high-responder (hohe Ansprecher) klassifiziert (n = 8).
Die im Mittel erreichte Lyse von K-562 durch die medium-responder (34%) lag signi-
fikant Gber der durch low-responder erzielten Lyse (13%) und die Lyse durch high-
responder (50%) war signifikant héher als die der low- und medium-responder (je-
weils p < 0,001). Sowohl nach Voraktivierung mit IL-2 als auch IL-15 tber Nacht kam
es in der responder-Gruppe bei einer E:T-Ratio von 1:1 und 5:1 zu einer im Vergleich
mit nicht-stimulierten NK-Zellen signifikant héheren Lyse von K-562 (E:T-Ratio 1:1:
IL-2: 16%, IL-15: 18% vs. kein IL: 9%; E:T-Ratio 5:1: IL-2: 44%, IL-15: 51% vs. kein
IL: 33%) (vgl. Abb. 3, Tab. 11, 12). Die im Mittel durch Aktivierung mittels IL-15 er-
zielte Lyse lag bei beiden E:T-Ratios Giber dem mit IL-2 erreichten Wert, jedoch wur-
de Signifikanz nur bei einer E:T-Ratio von 5:1 erreicht (E:T-Ratio 1:1: IL-15: 18% vs.
IL-2: 16%; E:T-Ratio 5:1: IL-15: 51% vs. IL-2: 44%) (vgl. Abb. 3, Tab. 11, 12).
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Tabelle 11: Spezifische Lyse von K-562 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und Stan-
dardfehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von K-562 durch die verschiedenen Lysegruppe
nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber Nacht fir Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T)
von 1:1 und 5:1.

Spezifische Lyse von K-562 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml
Lysegruppe
ET11 E:T5:1 ET11 E:T5:1 ET11 E:T5:1
X (£ SEM) | X (* SEM) | X (+ SEM) | X (+ SEM) | X (£ SEM) | X (x SEM)

responder 9% 33% 16% 44% 18% 51%
(= 1%) (= 3%) (= 3%) (= 3%) (= 3%) (= 3%)

low- 3% 13% 5% 26% 8% 33%
responder (= 1%) (= 2%) (= 1%) (= 2%) (x 2%) (x 4%)

medium- 10% 34% 18% 48% 23% 56%
responder (= 2%) (= 2%) (= 3%) (= 3%) (= 4%) (x 2%)

high- 17% 50% 34% 56% 27% 61%
responder (x 2%) (x 1%) (x 2%) (= 3%) (x 2%) (x 2%)

non- 1% 2% 1% 5% 2% 10%
responder (x 1%) (x 0,5%) (x 0,5%) (x 1%) (x 1%) (x 3%)

Die Veranderungen der Lysehdhe zeigten sich auch innerhalb der drei responder-
Gruppen. Nach Kurzzeitaktivierung mit IL-2 war die spezifische Lyse von
K-562 bei einer E:T-Ratio von 5:1 in der low- und medium-responder-Gruppe signifi-
kant hoher und innerhalb der high-responder-Gruppe nicht signifikant hoher als die
durch nicht-stimulierte NK-Zellen erzielte Lyse (low: IL-2: 26% vs. kein IL: 13%; me-
dium: IL-2: 48% vs. kein IL: 34%; high: IL-2: 56% vs. kein IL: 50%) (vgl. Abb. 3, Tab.
11, 12). Auch nach IL-15-Stimulation lag die spezifische Lyse bei einer E:T-Ratio von
5:1 bei den drei responder-Gruppen signifikant Uber den Werten der nicht-
voraktivierten NK-Zellen (low: IL-15: 33% vs. kein IL: 13%; medium: IL-15: 56% vs.
kein IL: 34%; high: IL-15: 61% vs. kein IL: 50%) (vgl. Abb. 3, Tab. 11, 12). Nach
IL-15-Stimulation wurden bei allen drei responder-Gruppen héhere Lysewerte erzielt
als nach Voraktivierung mit IL-2 (low: IL-15: 33% vs. IL-2: 26%; medium: IL-15: 56%
vs. IL-2: 48%; high: IL-15: 61% vs IL-2: 56%). Der Unterschied zwischen IL-2- und

IL-15-Stimulierung war jedoch nur fur die medium-responder signifikant (p < 0,05).

Die Lysezunahme nach IL-Stimulierung war in der low- und medium-responder-
Gruppe bei einer E:T-Ratio von 5:1 ausgepragter als in der high-responder-Gruppe
(low: IL-2: +13%, IL-15: +20%; medium: IL-2: +14%, IL-15: +22% vs. high: IL-2:
+6%,IL-15: +11%) (vgl. Tab. 12). Die Lysewerte der medium-responder ndherten
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sich somit nach Voraktivierung den Werten der high-responder an, so dass sich der
Lyseunterschied nach IL-Voraktivierung verringerte.

A
407 high-responder

medium-

30 responder

responder

low-responder

spezifische Lyse [%]
3

non-responder

0..
N D D N > D > NS >
Q\V 0\& Q\& 0\ 0\6\ & 0\\’ 0(“ Q\& (\V & Q\& -Q\V 0\(“ Q\G‘
¢ & o & & &£ ¢ & & o & & ¢ &
I\ N N N N N I\ N N N
a9 !\6 a4 :\6 V:» 'fo Vgp ',\fo \/51. ',\6
x x\ x xV x\ x\\’ x\ x\\’ x\ x\\'
B
70+ . .
medium- high-responder
60- responder
§' responder
& 50-
(7
_>|‘ 404 low-responder
2
o 304
=
S 204
o non-responder
(7]
104
0..

N N AY N D N N N N N A N N A NS
RN R P SO SO S R N
N N N N N N N N N N
TN . W O & & J° v °
x\ x P x\\/ x\ x\\, x\ xV x\ x\\’

Abbildung 3: Spezifische Lyse von K-562 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte spezi-
fische Lyse von K-562 und Standardfehler durch die verschiedenen Lysegruppe nach unterschiedli-
cher Interleukin-(IL)-Stimulation Uber Nacht (A) fur ein Effektor-Zielzellverhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1
und (B) fur ein E:T-Ratio von 5:1.
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Tabelle 12: Unterschiede der spezifischen Lyse von K-562 nach IL-Stimulation. Mittelwertunter-
schiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) der respon-
der- und der drei responder-Untergruppen bei unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Uber Nacht
fur Effektor-Zielzellverhéltnisse (E:T) von (A) 1:1 und (B) 5:1 (ns = nicht signifikant).

A spezifische Lyse [%] von K-562 bei einer E:T-Ratio von 1:1

Lysegruppe
Zytokinstatus | responder low-responder :giggjr:g_er high-responder
AX p AX p AX p AX p
kein IL vs. IL-2 +7 <0,001 +2 ns +8 <0,01 +17 <0,01
kein IL vs. IL-15 +9 <0,001 +5 <0,01 +13 | <0,001 | +10 ns
IL-2 vs. IL-15 +2 ns +3 ns +5 ns -7 ns

spezifische Lyse [%] von K-562 bei einer E:T-Ratio von 5:1

Lysegruppe
Zytokinstatus | responder low-responder ggggjﬂier high-responder
AX p AX p AX p AX p
kein IL vs. IL-2 +11 | <0,001 | +13 <0,05 +14 | <0,001 +6 ns
keinlLvs.IL-15 | +18 |<0,001 | +20 |<0,001 | +22 |<0,001| +11 <0,05
IL-2 vs. IL-15 +7 <0,01 +7 ns +8 <0,05 +5 ns

3.2 Charakterisierung der Myelomzellen

Alle drei Myelomzelllinien wiesen eine signifikante HLA-Expression der HLA-Gruppen
A, B und C auf (vgl. Abb. 4). Die hochste HLA-Expression zeigte L363 (FI 390), ge-
folgt von INA-6 (FI 275). Am geringsten exprimierte RPMI 8226 HLA auf der Oberfla-
che (FI 130). Sowohl L363 (DNAM-1-L: 3,37, NKG2D-L: 4,9) als auch RPMI 8226
(DNAM-1-L: 2,77, NKG2D-L: 5,38) wiesen eine deutliche DNAM-1- und NKG2D-
Ligandenexpression auf (vgl. Abb. 4, Tab. 13). Auf der Oberflache von INA-6 konnten
die beiden Liganden nur in geringer Dichte nachgewiesen werden (DNAM-1-L: 2,07,
NKG2D-L: 3,07) (vgl. Abb. 4, Tab. 13).

Tabelle 13: Expression der DNAM-1- und NKG2D-Liganden auf den Myelomzelllinien L363,
RPMI 8226 und INA-6. Mittelwert (X) und Standardfehler (SEM) der DNAM-1-Ligandenexpression

(CD112 und CD155) und NKG2D-Liganden-Expression (MIC A/B, ULBP-1 und ULBP-2/-5/-6) auf den
Myelomzelllinien L363, RPMI 8226 und INA-6 (n = Anzahl).

Expression der DNAM-1- und NKG2D-Liganden auf den Myelomzelllinien (n = 3)

Zelllinie DNAM-1-Liganden NKG2D-Liganden
X SEM X SEM
L363 3,37 +0,43 4,9 +0,12
RPMI 8226 2,77 + 0,67 5,38 +0,19
INA-6 2,07 + 0,09 3,07 + 0,07
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A

Zellzahl

Abbildung 4: HLA-Expression und Expression der NKG2D- und DNAM-1-Liganden auf den
Myelomzelllinien. (A) Fluoreszenzintensitat (FI) der HLA-Expression fur HLA-Gruppen A, B und C
(schwarz) und der Isotypenkontrolle (grau) der Myelomzelllinien L363, RPMI 8226 und INA-6. (B) Mitt-
lere Fluoreszenzintensitat (MFI) und Standardfehler der DNAM-1- und NKG2D-Ligandenexpression

L363 RPMI 8226 INA-6
390 130 275
= =
© ©
N N
o) )
N N
10 10' 10° 10° 10’ 10’ 10° 10° 10’ 10’ 10° 10°
FI HLA ABC FI HLA ABC FI HLA ABC
64 — L363
8 s 0 RPMI 8226
Il INA-6
_4 T T
T
= —
3
24 -
1 r— T
DNAM-1-Liganden NKG2D-Liganden

auf den Myelomzelllinien L363, RPMI 8226 und INA-6.

3.3 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegeniber der Zelllinie INA-6

Die humane Plasmazellleukamielinie INA-6 exprimiert auf ihrer Oberflache das HLA-
Antigen Bw4, welches spezifisch durch KIR3DL1 und KIR3DS1 erkannt wird. Bei der
Auswertung der *!Cr-Freisetzungstest wurden nur Spender beriicksichtigt, die an-

hand der erzielten spezifischen Lyse der als Kontrollzelllinie eingesetzten Zelllinie K-

562 als responder klassifiziert wurden.
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Abbildung 5: Spezifische Lyse von INA-6 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte spezi-
fische Lyse von INA-6 und Standardfehler nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber
Nacht fur ein Effektor-Zielzellverhéltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (n = 7) (ns = nicht signifikant).

Insgesamt fand eine nur sehr geringe Lyse von INA-6 durch NK-Zellen statt (vgl.
Abb. 5). Bei einer E:T-Ratio von 1:1 kam es weder durch nicht-voraktivierte NK-
Zellen noch nach Stimulation mit IL-2 oder IL-15 zu einer Lyse von INA-6 (vgl. Tab.
14). Bei einer E:T-Ratio von 5:1 zeigte sich im nicht-stimulierten Zustand eine sehr
geringe Lyse der Zielzellen (0,3%). Nach IL-2- und IL-15-Voraktivierung zeigte sich
eine etwas hohere Lyse (IL-2: 1%, IL-15: 3,5%), wobei der Anstieg durch IL-15-
Stimulation groBer war (IL-15: +3,2% vs. IL-2: +0,7%) (vgl. Tab. 15). Eine nicht signi-
fikant hohere Lyse von INA-6 bei einer E:T-Ratio von 5:1 als bei einer von 1:1 fand
nach IL-15-Voraktivierung statt (E:T-Ratio 5:1: 3,5% vs. E:T-Ratio 1:1: 0,1%).

Tabelle 14: Spezifische Lyse von INA-6 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und Stan-

dardfehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von INA-6 nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-
Stimulation Gber Nacht fur Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T) von 1:1 und 5:1 (n = 7).

Spezifische Lyse von INA-6 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml
E:T1:1 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1
X (x SEM) X (= SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM)
0% 0,3% 0% 1% 0,1% 3,5%
(x 0%) (= 0,2%) (= 0%) (x 0,6%) (x 0%) (£ 2,2%)
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Tabelle 15: Unterschiede der spezifischen Lyse von INA-6 nach IL-Stimulation. Mittelwertunter-
schiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) bei unter-
schiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation tber Nacht fir Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T-Ratio) von 1:1
und 5:1 (ns = nicht signifikant).

Spezifische Lyse von INA-6

Zytokinstatus E:T-Ratio 1:1 E:T-Ratio 5:1
AX p AX p
kein IL vs. IL-2 + 0% ns +0,7% ns
kein IL vs. IL-15 +0,1% ns + 3,2% ns
IL-2 vs. IL-15 +0,1% ns + 2,5% ns

3.4 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber der Zelllinie RPMI 8226

Die humane Myelomzelllinie RPMI 8226 exprimiert auf ihrer Oberflache das HLA-
Antigen Cw2, welches spezifisch durch KIR2DL1 und KIR2DS1 erkannt wird. Bei der
Auswertung der °!Cr-Freisetzungstest wurden nur Spender beriicksichtigt, welche
anhand der erzielten spezifischen Lyse der als Kontrollzelllinie eingesetzten Zelllinie
K-562 als responder klassifiziert wurden.

Nach Voraktivierung mit IL-2 oder IL-15 lysierten die NK-Zellen RPMI 8226 durch-
schnittlich starker als im nicht-voraktivierten Zustand (E:T-Ratio 1:1: IL-2: 2,4%,
IL-15: 3,4% vs. kein IL: 0,5%; E:T-Ratio 5:1: IL-2: 10,7%, IL-15: 14,5% vs. kein IL:
3,1%) (vgl. Abb. 6, Tab. 16, 17). Die Steigerung durch IL-15-Stimulierung war héher
als nach IL-2-Voraktivierung (E:T-Ratio 1:1: IL-15: +2,9% vs. IL-2: +1,9%; E:T-Ratio
5:1: IL-15: +11,4% vs. IL-2: +7,6%) (vgl. Tab.17). Unabhéngig vom Aktivierungssta-
tus der NK-Zellen waren die erreichten Lysewerte bei einer E:T-Ratio von 5:1 vergli-
chen mit einer E:T-Ratio von 1:1 signifikant hoher (kein IL: 5:1: 3,1% vs. 1:1: 0,5%;
IL-2: 5:1: 10,7% vs. 1:1: 2,4%; IL-15: 5:1: 14,5% vs. 1:1: 3,4%, jeweils p < 0,0001)
(vgl. Tab. 16).
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Abbildung 6: Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte
spezifische Lyse von RPMI 8226 und Standardfehler nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-
Stimulation Uber Nacht fur ein Effektor-Zielzellverhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (*** = p < 0,001,
** = p < 0,01, ns = nicht signifikant).

Tabelle 16: Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und
Standardfehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von RPMI 8226 nach unterschiedlicher Inter-
leukin-(IL)-Stimulation tGber Nacht fur Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T) von 1:1 (n = 17) und 5:1 (n =
20).

Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml
E:T1:1 E:T5:1 E:TI1:1 E:T5:1 E:T11 E:T5:1
X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM)
0,5% 3,1% 2,4% 10,7% 3,4% 14,5%
(x 0,2%) (x 0,6%) (x 0,6%) (x 2%) (x 1%) (= 2,5%)

Tabelle 17: Unterschiede der spezifischen Lyse von RPMI 8226 nach IL-Stimulation. Mittelwert-
unterschiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) bei un-
terschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation tUber Nacht fir Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T-Ratio) von
1:1 und 5:1 (ns = nicht signifikant).

Spezifische Lyse von RPMI 8226

Zytokinstatus E:T-Ratio 1:1 E:T-Ratio 5:1
AX p AX p
kein IL vs. IL-2 +1,9% ns + 7,6% <0,01
kein IL vs. IL-15 +2,9% <0,01 +11,4% < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 1% ns + 3,8% ns
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Abbildung 7: Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte
spezifische Lyse von RPMI 8226 und Standardfehler durch non-responder und responder nach unter-
schiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation tGber Nacht (A) fur ein Effektor-Zielzellverhéltnis (E:T-Ratio)
von 1:1 und (B) fir ein E:T-Ratio von 5:1

14 von 20 Spendern wiesen bei einer E:T-Ratio von 5:1 nach Kurzzeitaktivierung mit
IL-2 oder IL-15 eine spezifische Lyse von mindestens 10% auf und wurden zur res-
ponder-Gruppe zusammengefasst (vgl. Abb. 7, Tab. 18). Die Ubrigen sechs Spender
wurden als non-responder bezeichnet. Die erreichte Lyse der responder lag bei einer
E:T-Ratio von 1:1 im nicht-voraktivierten Zustand und nach IL-2-Stimulation nicht
signifikant Gber der Lyse der non-responder (kein IL: resp.: 0,7% vs. non-resp.: 0,1%;
IL-2: resp.: 3,5% vs. non-resp.: 0,5%) (vgl. Tab. 18). Nach Kurzzeitaktivierung mit
IL-15 war die erreichte spezifische Lyse der responder signifikant hoher (resp.: 4,7%
vS. non-resp.: 1%, p < 0,05). Bei einer E:T-Ratio von 5:1 lagen im nicht-voraktivierten
Zustand die erreichten Lysewerte der responder Uber denen der non-responder
(resp.: 3,9% vs. non-resp.: 1,2%), was aber nicht signifikant war. Nach Voraktivie-
rung mit IL-2 bzw. IL-15 lag die erzielte Lyse der responder signifikant Gber der er-
reichten spezifischen Lyse der non-responder (IL-2: resp.: 13,6% vs. non-resp.:
4,2%; IL-15: resp.: 18,4% vs. non-resp.: 5,2%; IL-2: p < 0,05, IL-15: p < 0,01). So-
wohl bei einer E:T-Ratio von 1:1 als auch 5:1 lag die Lyseh6he der responder nach
IL-2- oder IL-15 Voraktivierung Uber den Werten nicht-voraktivierter NK-Zellen (E:T-
Ratio 1:1: IL-2: 3,5%, IL-15: 4,7% vs. kein IL: 0,7%; E:T-Ratio 5:1: IL-2: 13,6%, IL-15:

18,4% vs. kein IL: 3,9%) (vgl. Tab. 18). Diese Lyseunterschiede waren bei einem
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Verhéltnis von 1:1 nur nach IL-15-Stimulierung und bei einer E:T-Ratio von 5:1 nach
IL-2- und IL-15-Voraktivierung signifikant (E:T-Ratio 1:1: IL-15: p < 0,01; E:T-Ratio
5:1: IL-2: p < 0,01, IL-15: p < 0,001) (vgl. Tab. 19). Die durch IL-15 erreichten Werte
lagen Uber den mittels IL-2 erreichten (E:T-Ratio 1:1: IL-15: 4,7% vs. IL-2: 3,5%; E:T-
Ratio 5:1: IL-15: 18,4% vs. IL-2: 13,6%) (vgl. Tab. 18). Der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (vgl. Tab. 19).

Tabelle 18: Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und
Standardfehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von RPMI 8226 durch non-responder und
responder nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Uber Nacht fir Effektor-
Zielzellverhaltnisse (E:T) von 1:1 und 5:1.

Spezifische Lyse von RPMI 8226 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml

Lysegruppe

ET11 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1

X (x SEM) | X (= SEM) | X (+ SEM) | X (£ SEM) | X (£ SEM) | X (x SEM)

non- 0,1% 1,2% 0,5% 4,2% 1% 5,2%
responder (£ 0,1%) (x 0,3%) (x 0,3%) (x 0,7%) (x 0,5%) (£ 1,3%)
responder 0,7% 3,9% 3,5% 13,6% 4,7% 18,4%

(x 0,3%) (x 0,8%) (x 0,7%) (= 2,5%) (= 1,4%) (x 3%)

Tabelle 19: Unterschiede der spezifischen Lyse von RPMI 8226 nach IL-Stimulation. Mittelwert-
unterschiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) der non-
responder- und der responder-Gruppe bei unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber Nacht fur
Effektor-Zielzellverhéltnisse (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (ns = nicht signifikant)

Spezifische Lyse [%] von RPMI 8226

Lysegruppe
. E:T-Ratio 1:1 E:T-Ratio 5:1
Zytokinstatus

non-responder responder non-responder responder

AX p AX p AX p AX p
kein IL vs. IL-2 +0,4 ns +2.8 ns +3 ns +9,7 <0,01
kein IL vs. IL-15 | +0,9 ns +4 <0,01 +4 <0,05 | +14,5 | <0,001

IL-2 vs. IL-15 +0,5 ns +1,2 ns +1 ns +4,8 ns

3.5 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber der Zelllinie L363

Die humane Plasmazellleukamielinie L363 exprimiert auf ihrer Oberflache die HLA-
Antigene Cw3 und Cw7, welche spezifisch durch KIR2DL2, KIR2DL3 und KIR2DS2
erkannt werden. Bei der Auswertung der >*Cr-Freisetzungstest wurden nur Spender
bertucksichtigt, welche anhand der erzielten spezifischen Lyse der als Kontrollzelllinie
eingesetzten Zelllinie K-562 als responder eingeteilt wurden.
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Abbildung 8: Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte spezi-
fische Lyse von L363 und Standardfehler nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber
Nacht fur ein Effektor-Zielzellverhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (*** = p < 0,001, ** =p < 0,01, ns =
nicht signifikant)

Nach Voraktivierung mit IL-2 oder IL-15 lysierten die NK-Zellen L363 durchschnittlich
starker als im nicht-voraktivierten Zustand (E:T-Ratio 1:1: IL-2: 10%, IL-15: 10% vs.
kein IL: 6%; E:T-Ratio 5:1: IL-2: 26%, IL-15: 32% vs. kein IL: 17%) (vgl. Abb. 8, Tab.
20). Die Steigerung durch IL-15-Stimulierung war bei einer E:T-Ratio von 5:1 héher
als nach IL-2-Voraktivierung (IL-15: +15% vs. IL-2: +9%) (vgl. Tab. 21). Bei einer
E:T-Ratio von 1:1 zeigte sich kein Unterschied der erzielten Lysehohe zwischen
Voraktivierung mit IL-2 und IL-15 (IL-2, IL-15: +4%) (vgl. Tab. 20). Unabhangig vom
Aktivierungsstatus der NK-Zellen waren die erreichten Lysewerte bei einer E:T-Ratio
von 5:1 verglichen mit einer E:T-Ratio von 1:1 signifikant hoher (kein IL: 5:1: 17% vs.
1:1: 6%; IL-2: 5:1: 26% vs. 1:1: 10%; IL-15: 5:1: 32% vs. 1:1: 10%; jeweils
p < 0,0001).
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Tabelle 20: Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und Standard-
fehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von L363 nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-
Stimulation Uber Nacht fur Effektor-Zielzellverhéltnisse (E:T) von 1:1 (n = 21) und 5:1 (n = 28)

Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml
ET1:1 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1 ET1:1 E:T5:1
X (= SEM) X (= SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM) X (x SEM)
6% 17% 10% 26% 10% 32%
(£ 2%) (£ 2%) (= 3%) (x 3%) (£ 3%) (x 3%)

Tabelle 21: Unterschiede der spezifischen Lyse von L363 nach IL-Stimulation. Mittelwertunter-
schiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) bei unter-

schiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation tber Nacht fir Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T-Ratio) von 1:1
und 5:1 (ns = nicht signifikant)

Spezifische Lyse [%] von L363

Zytokinstatus E:T-Ratio 1:1 E:T-Ratio 5:1
AX p AX p
kein IL vs. IL-2 + 4% < 0,001 + 9% < 0,001
kein IL vs. IL-15 + 4% < 0,001 + 15% < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 0% ns + 6% <0,01
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Abbildung 9: Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen. Im Mittel erreichte spezi-
fische Lyse von L363 und Standardfehler durch non-responder und responder nach unterschiedlicher

Interleukin-(IL)-Stimulation Uber Nacht (A) fir ein Effektor-Zielzellverhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und
(B) fur ein E:T-Ratio von 5:1
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17 Spender zeigten bei einer E:T-Ratio von 5:1 im nicht-voraktivierten Zustand min-
destens eine spezifische Lyse von 10% und wurden als responder bezeichnet. Die
Ubrigen 11 Spender wiesen eine spezifische Lyse von L363 von < 10% auf und bilde-
ten die Gruppe der non-responder (vgl. Abb. 8, Tab. 22). Bei einer E:T-Ratio von 1:1
lag die erreichte, spezifische Lyse der responder im nicht-voraktivierten Zustand
nicht-signifikant Gber der erzielten Lyse der non-responder (resp.: 10% vs. non-resp.:
1%) (vgl. Abb. 9, Tab. 22). Nach Stimulation mit IL-2 oder IL-15 war die Lyse durch
die responder ebenfalls hoher, wobei das geforderte Signifikanzniveau erreicht wur-
de (resp.: IL-2, IL-15: 17% vs. non-resp.: IL-2: 2%, IL-15: 3%; IL-2: p < 0,001, IL-15:
p < 0,01). Auch bei einer E:T-Ratio von 5:1 war die durch die responder erzielte Lyse
von L363 im nicht-voraktivierten Zustand sowie nach Kurzzeitaktivierung mit IL-2
bzw. IL-15 signifikant hoher als die durch die non-responder erreichten Werte (resp.:
kein IL: 24%, IL-2: 35%, IL-15: 40% vs. non-resp.: kein IL: 6%, IL-2: 12%, IL-15:
19%; jeweils p < 0,001). Innerhalb der responder-Gruppe zeigte sich bei einer E:T-
Ratio von 1:1 durch Stimulation mit IL-2 oder IL-15 signifikant héhere Lysewerte von
L363. Die im Mittel erreichten Werte lagen auf gleicher Héhe (IL-2, IL-15: 17% vs.
kein IL: 10%) (vgl. Tab. 22, 23). Bei einer E:T-Ratio von 5:1 wurde ebenfalls sowohl
nach IL-2- als auch IL-15-Voraktivierung eine signifikant hohere Lyse erzielt als durch
nicht-voraktivierte NK-Zellen. Dabei lag die durch IL-15-Stimulierung erreichte Lyse
nicht signifikant Gber den durch IL-2 erzielten Werten (IL-15: 40% vs. IL-2: 35% vs.
kein IL: 24%).

Tabelle 22: Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen. Mittelwert (X) und Standard-
fehler (SEM) der erreichten spezifischen Lyse von L363 durch non-responder und responder nach

unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber Nacht fir Effektor-Zielzellverhaltnisse (E:T) von 1:1
und 5:1.

Spezifische Lyse von L363 durch voraktivierte NK-Zellen

Zytokinstatus
kein IL +1L-2 100 U/ml +1L-15 10 ng/ml
Lysegruppe
E:T1:1 E:T5:1 E:T1:1 E:T5:1 E:TI1:1 E:T5:1
X (£ SEM) | X (* SEM) | X (x SEM) | X (x SEM) | X (£ SEM) | X (£ SEM)
non- 1% 6% 2% 12% 3% 19%
responder (£ 0%) (x 1%) (£ 0%) (x 1%) (x 1%) (= 3%)
responder 10% 24% 17% 35% 17% 40%
(£ 3%) (x 3%) (£ 4%) (x 3%) (x 4%) (= 3%)
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Tabelle 23: Unterschiede der spezifischen Lyse von L363 nach IL-Stimulation. Mittelwertunter-
schiede (A X) der erreichten spezifischen Lyse in Prozent sowie deren Signifikanzen (p) der non-
responder- und der responder-Gruppe bei unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation Gber Nacht fur
Effektor-Zielzellverhéltnisse (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (ns = nicht signifikant)

Spezifische Lyse [%] von L363

Lysegruppe
. E:T-Ratio 1:1 E:T-Ratio 5:1
Zytokinstatus

non-responder responder non-responder responder

AX p AX p AX p AX p
kein IL vs. IL-2 +1 ns +7 <0,001 +6 <0,05 +11 | <0,001
kein IL vs. IL-15 +2 <0,05 +7 <0,001 | +13 <0,001 | +16 | <0,001

IL-2 vs. IL-15 +1 ns +0 ns +7 <0,05 +5 ns

3.6 Einfluss aktivierender NK-Rezeptoren auf die Lyse von L363

Um den Einfluss der aktivierenden Rezeptoren NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 und
DNAM-1 auf die natirliche Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegenuber der humanen
Myelomzelllinie L363 zu testen, wurden Blockierungstests bei insgesamt funf Spen-

dern durchgefuhrt.

100+ Bl kein IL
Bl + IL-2 100U/ml
80- B + IL-15 10ng/ml

Lysereduktion [%]

+ NKG2D mAk + NKp30 mAk + NKp44 mAk + NKp46 mAk + DNAM-1 mAKk

Abbildung 10: Einfluss des Blockens aktivierender NK-Rezeptoren auf die Lyse von L363. Die
Lysereduktion in Prozent durch Blocken der NK-Rezeptoren NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 und
DNAM-1 mit monoklonalen Antikdrpern (mAKk) bei einem Effektor-Zielzellverhaltnis von 5:1 fur nicht-
voraktivierte und mittels Interleukin (IL) Uber Nacht stimulierte NK-Zellen im Vergleich zur Lyse durch
entsprechende ungeblockte NK-Zellen mit gleichem Zytokinstatus (entspricht 0% Lysereduktion).

Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der erzielten Lyse durch das Verwenden von
monoklonalen Antikdrpern gegen NKG2D (-57%, p < 0,01) (vgl. Abb. 10, Tab. 24).
Nach Voraktivierung mit IL-2 oder IL-15 nahm die erzielte Lysereduktion ab, die er-
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reichte Verminderung war jedoch weiterhin signifikant (IL-2: -47%, p < 0,01; IL-15:
-46%, p < 0,001) (vgl. Abb. 10, Tab. 24). Das Blockieren der NCR NKp30, NKp44
und NKp46 ging nur mit einer geringen, nicht signifikanten Reduktion der Lyse von
L363 einher, welche sich nach Stimulation mit IL-2 bzw. IL-15 Gber Nacht weiter ver-
ringerte (NKp30: kein IL: -28%, IL-2: -18%, IL-15: -10%; NKp44: kein IL: -26%, IL-2:
-16%, IL-15: -5%; NKp46: kein IL: -25%, IL-2: -16%, IL-15: -16%) (vgl. Abb. 10, Tab.
24). Mit monoklonalen Antikérpern gegen den Rezeptor DNAM-1 wurde im nicht-
voraktivierten Zustand und nach IL-2-Voraktivierung die héchste Lysereduktion er-
zielt (kein IL: -82%, IL-2: -75%; jeweils p < 0,001) (vgl. Abb. 10, Tab. 24). Diese
nahm bei Voraktivierung mit IL-15 stark ab und fiel auf Werte unterhalb der durch das
Blocken von NKG2D erzielten Werte (IL-15: NKG2D: -43% vs. DNAM-1: -21%) (vgl.
Abb. 10, Tab. 24), war aber weiterhin signifikant.

Tabelle 24: Reduktion der Lyse von L363 durch das Blocken aktivierender NK-Rezeptoren. Mit-
telwert (X) und Standardfehler (SEM) der Lysereduktion sowie deren Signifikanz in Form von p-Werten
(p) durch Verwendung monoklonaler Antikérper (mAK) gegen verschiedene aktivierende NK-
Rezeptoren bei einem Effektor-Ziellzellverhéltnis (E:T-Ratio) von 5:1 und nach unterschiedlicher Inter-

leukin-(IL)-Stimulation Uber Nacht im Vergleich zur durch mAk unbeeinflussten Lyse von L363 bei
gleichem Zytokinstatus und gleicher E:T-Ratio (nh = Anzahl, ns = nicht signifikant).

Reduktion der Lyse von L363 durch Blocken aktivierender Rezeptoren (n = 5)

mAKk gegen: Zytokinstatus X SEM p
kein IL -57% +11% <0,01
NKG2D + 1L-2 100U/ml - 47% + 8% <0,01
+1L-15 10ng/ml - 46% + 8% < 0,001
kein IL - 28% +13% ns
NKp30 + 1L-2 100U/ml - 18% + 4% ns
+ 1L-15 10ng/ml - 10% + 5% ns
kein IL - 26% +12% ns
NKp44 + 1L-2 100U/ml - 16% + 4% ns
+ IL-15 10ng/mi - 5% + 3% ns
kein IL - 25% + 9% ns
NKp46 + IL-2 100U/ml - 16% 7% ns
+ IL-15 10ng/mi - 16% + 5% < 0,05
kein IL - 82% + 7% < 0,001
DNAM-1 +1L-2 100U/ml - 75% + 8% < 0,001
+1L-15 10ng/mi -21% + 7% < 0,05
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3.7 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenlber autologen B-Zellen

Zur Uberprifung, ob eine Voraktivierung mit IL-2 oder IL-15 zu einer gesteigerten
Autoreaktivitat gegen korpereigene Zellen fiihrt, wurden im °'Cr-Freisetzungstest
exemplarisch bei einem Spender (Spender 42, K-562-high-responder) autologe

B-Zellen als Zielzellen bei einer E:T-Ratio von 5:1 eingesetzt.
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Abbildung 11: Spezifische Lyse von K-562 und autologen B-Zellen durch Spender 42. Erreichte
spezifische Lyse von (A) K-562 und (B) autologen B-Zellen mit Standardfehler nach unterschiedlicher
Interleukin-(IL)-Stimulation Gber Nacht fur ein Effektor-Zielzellverhéltnis und 5:1

Wahrend K-562 durch den Spender sowohl im nicht-voraktivierten Zustand als auch
nach Voraktivierung mit IL-2 oder IL-15 in hohem Male lysiert wurde (kein IL: 46%,
IL-2:  55%, IL-15: 53%), zeigte der Spender keine Lyse autologer
B-Zellen (vgl. Abb. 11). Auch nach Stimulation mit IL-2 bzw. IL-15 Uber Nacht kam es
zu keiner Autoreaktivitat (kein IL: 0%, IL-2: 0%, IL-15: 0%).

3.8 Durchflusszytometrische Analyse der NK-Zellrezeptoren

Nach IL-Stimulierung wurde eine erhdhte Aktivitat gegeniber K-562 und in variieren-
der Auspragung auch gegenuber den verschiedenen Myelomzelllinien festgestellt.
Nicht-HLA-spezifische, aktivierende und inhibitorische NK-Zellrezeptoren und HLA-

spezifische KIRs sind an der Regulation der natirlichen NK-Zellaktivitat beteiligt. Ei-
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ne vermehrte Expression ebendieser kann somit urséchlich fur die beobachtete Akti-
vitdtszunahme sein. Im Folgenden werden daher die mittels Durchflusszytometer
gemessenen Expressionsmuster der Rezeptoren sowie deren Beeinflussung durch
eine Voraktivierung Uber Nacht mit IL-2 (100 U/ml) oder IL-15 (10 ng/ml) beschrie-

ben.

Als Mal3 fur die Expressionshohe der Oberflachenmarker diente die mittlere Fluores-
zenzintensitat (Mean Fluorescence Intensity, MFI). Es werden die Mittelwerte und

der SEM angegeben.

3.8.1 Der Aktivierungsmarker CD69

Der Aktivierungsmarker CD69 wurde auf ruhenden NK-Zellen nur schwach exprimiert
(vgl. Abb. 12, Tab. 25). CD69 zeigte nach Kurzzeitaktivierung den starksten Expres-
sionsanstieg aller untersuchten Rezeptoren. Nach Voraktivierung mit IL-2 Gber Nacht
kam es im Vergleich mit ruhenden NK-Zellen zu einer signifikant h6heren Expression
(MFI: IL-2: 5,84 vs. kein IL: 3,41; p < 0,01). Wurde die Voraktivierung mit IL-15 vor-
genommen, war die Expression signifikant hdher als auf den nicht voraktivierten und
den mit IL-2 voraktivierten Zellen (MFI: IL-15: 12,48 vs. IL-2: 5,84 vs. kein IL: 3,41; p
< 0,001) (vgl. Abb. 12, Tab. 25).
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Abbildung 12: Expression von CD69. MFI von CD69 der untersuchten Spender ohne Zytokinstimu-
lierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15) (10
ng/ml) tber Nacht (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01)
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Tabelle 25: Expression von CD69. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von CD69
sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und deren Signifi-
kanzen (p) nach Voraktivierung Giber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber Nacht
(N =6; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 3,41 +1,11
IL-2 100 U/ml 5,84 +1,22
IL-15 10 ng/ml 12,48 +1,3
AX p

kein IL vs. IL-2 + 2,43 <0,01
keinILvs. IL-15 | +9,07 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 6,64 < 0,001

3.8.2 Expression von NKG2A

Die Expression des inhibitorischen C-Typ-Lektinrezeptors NKG2A war, verglichen mit
der auf ruhenden NK-Zellen beobachteten Expression, sowohl nach Kurzzeitaktivie-
rung mit IL-2 als auch mit IL-15 signifikant héher (MFI: IL-2: 6,31, IL-15: 6,89 vs. kein
IL: 5,78; p < 0,05 bzw. p < 0,001) (vgl. Abb. 13, Tab. 26). Die MFI-Werte lagen hier-
bei nach Voraktivierung mit IL-15 signifikant hoher als nach IL-2-Voraktivierung (MFI:
IL-15: 6,89 vs. IL-2: 6,31; p < 0,05) (vgl. Abb. 13, Tab. 26).
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Abbildung 13: Expression von NKG2A. MFI von NKG2A der untersuchten Spender ohne Zytokin-
stimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15)
(10 ng/ml) Gber Nacht (*** = p < 0,001, * = p < 0,05)
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Tabelle 26: Expression von NKG2A. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von
NKG2A sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und deren
Signifikanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber Nacht
(n = 30; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 5,78 +0,52
IL-2 100 U/ml 6,31 + 0,52
IL-15 10 ng/ml 6,89 +0,6
AX p

kein IL vs. IL-2 + 0,53 < 0,05
keinlLvs.IL-15 | +1,11 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 0,58 < 0,05

3.8.3 Der C-Typ-Lektinrezeptor NKG2D

Der aktivierende C-Typ-Lektinrezeptor NKG2D wurde im Vergleich zu nicht-
voraktivierten NK-Zellen nach IL-2-Voraktivierung signifikant hoher exprimiert (MFI:
IL-2: 4,93 vs. kein IL: 3,51; p < 0,001) (vgl. Abb. 14, Tab. 27). Nach Inkubation mit IL-
15 Uber Nacht wurden signifikant hohere MFI-Werte als auf ruhenden oder mit IL-2
voraktivierten NK-Zellen gemessen (MFI: IL-15: 6,55 vs. kein IL: 3,51, IL-2: 4,93; p <
0,001) (vgl. Abb. 14, Tab. 27).
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Abbildung 14: Expression von NKG2D. MFI von NKG2D der untersuchten Spender ohne Zytokin-
stimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15)
(10 ng/ml) Giber Nacht (*** = p < 0,001)
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Tabelle 27: Expression von NKG2D. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von
NKG2D sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation und deren
Signifikanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber Nacht
(N =41; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 3,51 +0,15
IL-2 100 U/mi 4,93 +0,31
IL-15 10 ng/mi 6,55 + 0,44
AX p
kein IL vs. IL-2 +1,42 | <0,001
kein IL vs. IL-15 +3,04 | <0,001
IL-2 vs. IL-15 +1,62 | <0,001

3.8.4 NKp30 auf voraktivierten NK-Zellen

Der naturliche Zytotoxizitatsrezeptor NKp30 zeigte nach Kurzzeitaktivierung mit IL-2
und IL-15 eine signifikant hohere Expression als auf ruhenden NK-Zellen (MFI: IL-2:
4,71, IL-15: 5,67 vs. kein IL: 3,91; p < 0,001) (vgl. Abb. 15, Tab. 28). Nach IL-15-
Voraktivierung exprimierten NK-Zellen NKp30 ebenfalls signifikant héher als nach IL-
2-Voraktivierung uber Nacht (MFI: IL-15: 5,67 vs. IL-2: 4,71; jeweils p < 0,001) (vgl.
Abb. 15, Tab. 28).
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Abbildung 15: Expression von NKp30. MFI von NKp30 der untersuchten Spender ohne Zytokinsti-
mulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15) (10
ng/ml) Gber Nacht (*** = p < 0,001)
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Tabelle 28: Expression von NKp30. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von NKp30
sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation und deren Signifi-
kanzen (p) nach Voraktivierung Giber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber Nacht

(n =42; panova < 0,0001)

Zytokinstatus X SEM
kein IL 3,91 +0,16
IL-2 100 U/ml 4,71 +0,21
IL-15 10 ng/ml 5,67 + 0,32

AX p

kein IL vs. IL-2 +0,8 < 0,001
kein IL vs. IL-15 +1,76 | <0,001
IL-2 vs. IL-15 +0,96 | <0,001

3.8.5 Verénderung der NKp44-Expression

NKp44 wurde auf ruhenden NK-Zellen nur schwach exprimiert (vgl. Abb. 16, Tab.
29). Die Expression von NKp44 war auf mittels IL-2 voraktivierten NK-Zellen nicht-
signifikant héher und auf mittels IL-15 stimulierten Zellen signifikant (p < 0,01) héher
als auf ruhenden NK-Zellen (MFI: IL-2: 2,92, IL-15: 3,49 vs. kein IL: 2,54). NKp44
wurde nach IL-15-Voraktivierung starker exprimiert als nach IL-2-Stimulation Uber
Nacht (MFI: IL-15: 3,49 vs. IL-2: 2,92) (vgl. Abb. 16, Tab. 29).
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Abbildung 16: Expression von NKp44. MFI von NKp44 der untersuchten Spender ohne Zytokinsti-
mulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15) (10
ng/ml) Gber Nacht (** = p < 0,01, ns = nicht signifikant)
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Tabelle 29: Expression von NKp44. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von NKp44
sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation und deren Signifi-
kanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht signifikant)

Voraktivierung Uber Nacht
(n =42; panova = 0,0019)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 2,54 +0,1
IL-2 100 U/mi 2,92 +0,12
IL-15 10 ng/mi 3,49 +0,31
AX p
kein IL vs. IL-2 + 0,38 ns
kein IL vs. IL-15 + 0,95 <0,01
IL-2 vs. IL-15 + 0,57 ns

3.8.6 Einfluss von IL-2 / IL-15 auf die NKp46-Expression

NKp46 wurde bereits auf runenden NK-Zellen in hdherem MalRe exprimiert (vgl. Abb.
17, Tab. 30). Nach Voraktivierung mit IL-2 Gber Nacht lag der MFI-Wert gering unter
dem ruhender NK-Zellen und war nach IL-15-Stimulierung noch niedriger (MFI: IL-15:
7,63 vs. IL-2: 7,92 vs. kein IL: 8,01) (vgl. Abb. 17, Tab. 30). Die Unterschiede waren

jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 17: Expression von NKp46. MFI von NKp46 der untersuchten Spender ohne Zytokinsti-
mulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15) (10

ng/ml) tber Nacht (ns = nicht signifikant)
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Tabelle 30: Expression von NKp46. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von NKp46
sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-Stimulation und deren Signifi-
kanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht signifikant)

A Voraktivierung Uber Nacht
(N =42; panova = 0,0499)

Zytokinstatus X SEM
kein IL 8,01 + 0,37
IL-2 100 U/ml 7,92 +0,4
IL-15 10 ng/ml 7,63 +0,44
AX p
kein IL vs. IL-2 - 0,09 ns
kein IL vs. IL-15 - 0,38 ns
IL-2 vs. IL-15 - 0,29 ns

3.8.7 Erh6hung der DNAM-1-Expression durch Voraktivierung

Das Adhé&sionsmolekil DNAM-1 wies von allen untersuchten Rezeptoren auf ruhen-
den NK-Zellen die hochste Expression auf (vgl. Abb. 18, Tab. 31). Nach Inkubation
mit IL-2 Uber Nacht kam es zu einem geringen, aber signifikanten (p < 0,001) Anstieg
verglichen mit ruhenden Zellen (MFI: IL-2: 16,06 vs. kein IL: 14,28). Die Kurzzeitakti-
vierung mit IL-15 fuhrte zu einer signifikant héheren Expression als auf ruhenden NK-
Zellen, die auch gegenuber den mit IL-2 aktivierten NK-Zellen signifikant erhoht war
(MFI: IL-15: 17,64 vs. kein IL: 14,28, IL-2: 16,06; p < 0,001 bzw. p < 0,01) (vgl. Abb.
18, Tab. 31).

*kk 11 *% :
30+ L .
° 0%,
® ...
- 20- o ® . ..:::.o ..o..
g o=°: ..':’ _!T!-:?:_
5 | e CHET W
E 10- .: :o ®
° ®
0 T T T
NK + IL-2 +IL-15
100U/ml 10ng/ml

Abbildung 18: Expression von DNAM-1. MFI von DNAM-1 der untersuchten Spender ohne Zytokin-
stimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15)
(10 ng/ml) Gber Nacht (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01)
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Tabelle 31: Expression von DNAM-1. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von
DNAM-1 sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und deren
Signifikanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber

(n = 36; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 14,28 + 0,45
IL-2 100 U/ml 16,06 + 0,64
IL-15 10 ng/ml 17,64 +0,8
AX p

kein IL vs. IL-2 +1,78 < 0,001
keinILvs. IL-15 | +3.36 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 1,58 <0,01

3.8.8 Das Adhasionsmolekiil CD96

Das zweite untersuchte Adhasionsmolekil CD96 wurde auf ruhenden NK-Zellen nur
schwach exprimiert (vgl. Abb. 19, Tab. 32). Der Expressionsunterschied zur nach
Voraktivierung mit IL-2 erreichten Expression war nicht signifikant (MFI: IL-2: 2,48 vs.
kein IL: 2,33). Nach Kurzzeitaktivierung mit IL-15 war die gemessene Expression
verglichen mit dem Ausgangswert nicht-voraktivierter NK-Zellen signifikant hoher
(MFI: IL-15: 2,69 vs. kein IL: 2,33; p < 0,05) (vgl. Abb. 19, Tab. 32).
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Abbildung 19: Expression von CD96. MFI von CD96 der untersuchten Spender ohne Zytokinstimu-
lierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15) (10
ng/ml) Gber Nacht (* = p < 0,05; ns = nicht signifikant)
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Tabelle 32: Expression von CD96. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von CD96
sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und deren Signifi-
kanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht signifikant)

Voraktivierung Uber Nacht
(N =6; panova = 0,041)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 2,33 +0,18
IL-2 100 U/ml 2,48 +0,12
IL-15 10 ng/ml 2,69 +0,14
AX p
kein IL vs. IL-2 +0,15 ns
keinIL vs. IL-15 | + 0,36 < 0,05
IL-2 vs. IL-15 +0,21 ns

3.8.9 Expression von CD158a/h

Die mit CD158a/h-Antikdrpern gemessene Gesamtexpression von KIR2DL1 und
KIR2DS1 stieg vom Wert nicht-voraktivierter NK-Zellen ausgehend durch Voraktivie-
rung mit IL-2 auf einen signifikant hoheren Wert (MFI: IL-2: 6,98 vs. kein IL: 5,95; p <
0,05) (vgl. Abb. 20, Tab. 33). Nach Verwendung von IL-15 lag sie signifikant Uber
dem Wert ruhender und dem mittels IL-2 kurzzeitaktivierter NK-Zellen (MFI: IL-15:
7,96 vs. kein IL: 5,95, IL-2: 6,98; p < 0,001 bzw. p < 0,05) (vgl. Abb. 20, Tab. 33).
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Abbildung 20: Expression von CD158a/h. MFI von CD158a/h der untersuchten Spender ohne Zyto-
kinstimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15 (IL-15)
(10 ng/ml) Gber Nacht (*** = p < 0,001, * = p < 0,05)
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Tabelle 33: Expression von CD158a/h. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von
CD158a/h sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und de-
ren Signifikanzen (p) nach Voraktivierung Uber Nacht (n = Anzahl)

Voraktivierung Uber Nacht
(n = 30; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 5,95 + 0,53
IL-2 100 U/ml 6,98 + 0,59
IL-15 10 ng/ml 7,96 +0,82
AX p

kein IL vs. IL-2 + 1,03 < 0,05
keinILvs.IL-15 | +2,01 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 0,98 < 0,05

3.8.10 Veréanderung der CD158b1/b2/j-Expression

Die Gesamtexpression von KIR2DL2, KIR2DL3 und KIR2DS2 wurde mit
CD158b1/b2/j-Antikdrpern gemessen. Die Expression von CD158b1/b2/j war nach
Voraktivierung mit IL-2 signifikant héher als auf nicht-voraktivierten NK-Zellen (MFI:
IL-2: 5,48 vs. kein IL: 4,74; p < 0,01) (vgl. Abb. 21, Tab. 34). Wurde fur die Stimulati-
on IL-15 eingesetzt, stiegen die gemessenen MFI-Werte auf ein Niveau, das signifi-
kant Uber dem ruhender NK-Zellen lag (p < 0,01). Der Wert lag ebenfalls Gber dem
der mittels IL-2 voraktivierten Zellen, jedoch ohne signifikant zu sein (MFI: IL-15: 5,85
vs. kein IL: 4,74, IL-2: 5,48) (vgl. Abb. 21, Tab. 34).
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Abbildung 21: Expression von CD158b1/b2/j. MFI von CD158b1/b2/j der untersuchten Spender
ohne Zytokinstimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-
15 (IL-15) (10 ng/ml) Gber Nacht (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01, ns = nicht signifikant)
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Tabelle 34: Expression von CD158b1/b2/j. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshéhe (MFI) von
CD158b1/b2/j sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und
deren Signifikanzen (p) nach Voraktivierung tber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht signifikant)

Voraktivierung Uber Nacht
(n = 30; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 4,74 + 0,37
IL-2 100 U/ml 5,48 + 0,39
IL-15 10 ng/ml 5,85 + 0,47
AX p

kein IL vs. IL-2 +0,74 <0,01
keinlLvs.IL-15 | +1,11 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 0,37 ns

3.8.11 Einfluss von IL-2 / IL-15 auf die Expression von CD158el/e2

Mit CD158el/e2-Antikdorpern wurde die Gesamtexpression von KIR3DL1 und
KIR3DS1 gemessen. Im Vergleich zu ruhenden NK-Zellen stieg nach Kurzzeitakti-
vierung mit IL-2 die Expression an und lag signifikant GUber der ruhender NK-Zellen
(MFI: IL-2: 4,6 vs. kein IL: 4,21; p < 0,01) (vgl. Abb. 22, Tab. 35). Auch nach Vorakti-
vierung mit IL-15 stiegen die gemessenen MFI-Werte an und lagen signifikant tber
denen ruhender NK-Zellen (p < 0,001) und knapp tUber dem Niveau der mittels IL-2
voraktivierten, ohne dass es einen signifikanten Unterschied gab (MFI: IL-15: 4,78
vs. kein IL: 4,21, IL-2: 4,6) (vgl. Abb. 22, Tab. 35).
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Abbildung 22: Expression von CD158el/e2. MFI von CD158el/e2 der untersuchten Spender ohne
Zytokinstimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15
(IL-15) (10 ng/ml) Uber Nacht (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01, ns = nicht signifikant)
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Tabelle 35: Expression von CD158el/e2. Mittelwerte (X) und SEM der Expressionshdéhe (MFI) von
CD158el/e2 sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleukin-(IL)-stimulation und
deren Signifikanzen (p) nach Voraktivierung tiber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht signifikant)

Voraktivierung Uber Nacht
(n = 30; panova < 0,0001)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 4,21 + 0,45
IL-2 100 U/ml 4,6 + 0,49
IL-15 10 ng/ml 4,78 + 0,54
AX p
kein IL vs. IL-2 + 0,39 <0,01
kein IL vs. IL-15 | + 0,57 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 +0,18 ns

3.8.12 Keine Induktion der CD158i-Expression auf CD158i" Spendern

Die Expression von KIR2DS4 wurde mithilfe von Antikbrpern gegen CD158i analy-
siert. Von 30 untersuchten Spendern exprimierten die NK-Zellen von 12 Spendern
KIR2DS4 auf ihrer Oberflache (vgl. Abb. 23). 18 Spender zeigten keine Expression
von KIR2DS4. Auch nach Kurzzeitaktivierung wurde bei CD158i" Spendern kein
KIR2DS4 exprimiert. Bei den CD158i" Spendern kam es verglichen mit den MFI-
Werten der nicht-voraktivierten Zellen nach Voraktivierung mit IL-2 Gber Nacht zu
einem Anstieg der Expression (MFI: IL-2: 7,76 vs. kein IL: 7,17) (vgl. Abb. 23, Tab.
36). Nach Kurzzeitaktivierung mit IL-15 lag die Expression von KIR2DS4 signifikant
uber dem Niveau der ruhenden und dem der mittels IL-2 aktivierten Zellen (MFI: IL-
15. 8,62 vs. kein IL: 7,17, IL-2: 7,76; p < 0,001 bzw. p < 0,05) (vgl. Abb. 23, Tab. 36).
Tabelle 36: CD158i-Expression der CD158i exprimierenden Spender. Mittelwerte (X) und SEM der
Expressionshohe (MFI) von CD158i sowie Expressionsunterschiede nach unterschiedlicher Interleu-

kin-(IL)-stimulation und deren Signifikanzen (p) nach Voraktivierung tber Nacht (n = Anzahl, ns = nicht
signifikant).

Voraktivierung tber
(N =12; panova = 0,0002)
Zytokinstatus X SEM
kein IL 7,17 +0,5
IL-2 100 U/ml 7,76 + 0,46
IL-15 10 ng/ml 8,62 + 0,47
AX p
kein IL vs. IL-2 + 0,59 ns
kein IL vs. IL-15 + 1,45 < 0,001
IL-2 vs. IL-15 + 0,86 < 0,05
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Abbildung 23: Expression von CD158i. MFI von CD158i der untersuchten Spender sowie Einteilung
in CD158i exprimierende Spender (CD158i") und nicht CD158i exprimierende Spender (CD158i") ohne
Zytokinstimulierung sowie nach Voraktivierung mit Interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml) und Interleukin-15
(IL-15) (10 ng/ml) Uber Nacht (*** = p < 0,001, * = p < 0,05, ns = nicht signifikant)

3.9 Molekulargenetische Untersuchung der KIR

Von 29 Spendern wurden die KIR-Typen bestimmt. Die daraus resultierende Vertei-

lung der einzelnen Rezeptoren zeigt Abbildung 24.

Bei sechs der untersuchten Spender wurde der KIR-Typ sowohl bei nicht-
voraktivierten als auch bei mit IL-2 bzw. IL-15 Gber Nacht voraktivierten NK-Zellen
bestimmt. Bei allen sechs Spendern waren die ermittelten KIR-Typen der kurzzeitak-
tivierten Zellen verglichen mit den ruhenden NK-Zellen unverandert. Abbildung 25
zeigt exemplarisch das Ergebnis der drei durchgefiihrten Elektrophoresen eines
Spenders und des unveranderten KIR-Typs. An funf Spendern wurden die KIR-
Typen im nicht-aktivierten Zustand und nach 21-tdgiger Expansion bestimmt. Bei al-
len finf kam es zu keiner Veranderung des KIR-Typs. In Abbildung 26 ist als Beispiel

das Ergebnis der zwei Elektrophoresen fir einen der funf Spender aufgefuhrt.
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Anzahl

Abbildung 24: Haufigkeit der einzelnen KIR im untersuchten Spenderkollektiv. Absolute Haufig-
keiten der verschiedenen Immunglobulin-dhnlichen Killerzellrezeptoren (KIR) nach Bestimmung der
KIR-Typen von 29 Spendern mittels reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
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Abbildung 25: KIR-Phanotyp nach Kurzzeitaktivierung tber Nacht. Phanotyp der Immunglobulin-
ahnlichen Killerzellrezeptoren (KIR) eines Spenders nach Bestimmung mittels Reverser Transkripta-
se-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), oberes Elektrophoresebild: keine Interleukin-(IL)-
Stimulation, mittleres Bild: nach IL-2-Stimulation (100 U/ml), unteres Bild: nach IL-15-Stimulation
(10 ng/ml), interne Kontrolle mit B-Aktin (400 bp) (bp = Basenpaare, DNA = Desoxyribonukleinsaure)
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Abbildung 26: KIR-Phanotyp nach Expansion Uber 21 Tage. Phanotyp der Immunglobulin-
ahnlichen Killerzellrezeptoren (KIR) eines Spenders nach Bestimmung mittels Reverser Transkripta-
se-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), oberes Elektrophoresebild: keine Interleukin-(IL)-Stimulation
an Tag 1, unteres Bild: nach Expansion Gber 21 Tage mit IL-2 (500 U/ml), interne Kontrolle mit B-Aktin
(400 bp) (bp = Basenpaare, DNA = Desoxyribonukleinsaure)

3.10 Einfluss der NKR-Expression auf die Lyse von Myelomzellen
3.10.1 Zytotoxizitat gegenuber RPMI 8226 in Anhangigkeit vom KIR-Typ

Bei 17 der 20 gegen RPMI 8226 eingesetzten Spender wurde der KIR-Typ bestimmit.
Da RPMI 8226 auf der Zelloberflache HLA-Cw2 exprimiert, welches durch den inhi-
bierenden Rezeptor KIR2DL1 und aktivierenden Rezeptor KIR2DS1 erkannt wird,
wurden die untersuchten Spender anhand dieser detektierten Rezeptoren verschie-
denen KIR-Typen zugeordnet. Da alle 17 Spender KIR2DL1" waren, erfolgte die Ein-
teilung in eine KIR2DL1*/KIR2DS1" und eine KIR2DL1*/KIR2DS1™ Gruppe. In der
KIR2DL1"/KIR2DS1" Gruppe befanden sich drei non-responder und sieben respon-
der, wahrend in der KIR2DL1*/KIR2DS1" Gruppe drei non-responder und vier res-
ponder waren (vgl. Tab. 37).

Tabelle 37: Spenderverteilung nach KIR-Typ und Ansprechen auf RPMI 8226. Aufteilung der
RPMI 8226-responder und —non-responder nach KIR2DS1-Status (n = Anzahl)

Spenderverteilung nach KIR-Typ und Lysegruppe (n = 17)

Lysegruppe KIR-Typ

KIR2DL1'/KIR2DS1* KIR2DL1'/KIR2DS1
responder 7 4
non-responder 3 3
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Mithilfe eines exakten Fisher-Testes wurde auf stochastische Unabhangigkeit gepriift
und zweiseitige p-Werte berechnet. Der ermittelte Wert lag bei p = 0,64, so dass von
einer stochastischen Unabhangigkeit zwischen KIR-Typ und Ansprechen auf

RPMI 8226 ausgegangen werden muss.

3.10.2 Zytotoxizitat gegeniiber L363 in Abhangigkeit vom KIR-Typ

Bei 21 der 28 gegen L363 im >'Cr-Freisetzungstest eingesetzten Spender wurde
ebenfalls der KIR-Typ bestimmt. Die Zelllinie L363 exprimiert auf ihrer Oberflache die
HLA-C1-Allele Cw3 und Cw7, welche von den NK-Zellen durch die inhibitorischen
Rezeptoren KIR2DL2 und KIR2DL3 sowie den aktivierenden Rezeptor KIR2DS2 er-
kannt werden. Tabelle 38 gibt einen Uberblick tiber die KIR-Typen der 21 Spender

hinsichtlich der drei zuvor genannten Rezeptoren.

Tabelle 38: KIR-Typverteilung hinsichtlich der fur L363 relevanten KIR. Ubersicht liber die vier
unter den gegen L363 im Chrom-51-Freisezungstest eingesetzten Spendern vorkommenden KIR-
Typen unter der Beriicksichtigung der fir HLA-Cw3 und —Cw7 korrespondierenden KIR (n = Anzahl)

KIR-Verteilung der gegen L363 eingesetzten Spender (n = 21)

KIR-Typ n

KIR2DL2'/2DL3*/2DS2" 10
KIR2DL2'/2DL3/2DS2"
KIR2DL2'/2DL3*/2DS2
KIR2DL2/2DL3"/2DS2°

OIN|(F

Da 20 der untersuchten Spender KIR2DL3" waren und lediglich ein Spender
KIR2DL3, wurde die Prifung auf stochastische Unabhangigkeit zwischen KIR-Status
und Ansprechen auf L363 mittels exakten Fisher-Test nur fur die Rezeptoren
KIR2DL2 und KIR2DS2 durchgefiihrt. Wurden die Spender nach Vorhandsein des
Rezeptor KIR2DL2 eingeteilt, ergab sich eine KIR2DL2" Gruppe mit 13 Spendern
und eine KIR2DL2" Gruppe mit 8 Spendern. Tabelle 39 zeigt die Verteilung von
L363-respondern und -non-respondern innerhalb dieser Gruppen. Die Assoziation
zwischen Fehlen von KIR2DL2, also einem HLA-KIR-Mismatch, und einem besseren

Ansprechen auf L363 war signifikant (p = 0,02).

Wourden die 21 Spender nach Vorhandensein des Rezeptors KIR2DS2 eingeteilt,

ergab sich folgende, in Tabelle 40 dargestellte, Verteilung der Spender. Hier gab es
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keine signifikante Assoziation zwischen KIR Rezeptor und dem Ansprechen auf
L363.

Tabelle 39: Spenderverteilung nach KIR-Typ und Ansprechen auf L363. Aufteilung der L363-
responder und —hon-responder nach KIR2DL2-Status (n = Anzahl)

Spenderverteilung nach KIR-Typ und Lysegruppe (n = 21)

Lysegruppe KIR-Typ

KIR2DL2" KIR2DL2
responder 4 7
non-responder 9 1

Tabelle 40: Spenderverteilung nach KIR-Typ und Ansprechen auf L363. Aufteilung der L363-
responder und —non-responder nach KIR2DS2-Status (n = Anzahl)

Spenderverteilung nach KIR-Typ und Lysegruppe (n = 21)

Lysegruppe - KIR-Typ

KIR2DS2 KIR2DS2
responder 4 7
non-responder 7 3

3.10.3 Kaorrelation zwischen spezifischer Lyse und KIR-Expression

Bei einer E:T-Ratio von 1:1 bestand in der responder-Gruppe eine signifikante, sehr
starke, negative Korrelation zwischen erzielter spezifischer Lyse durch nicht-
voraktivierte sowie durch mittels IL-2 voraktivierter NK-Zellen und dem Anteil
CD158b1/b2/i" CD16™" CD56%™-NK-Zellen (kein IL: r = -0,82; p = 0,01; IL-2:
r =-0,85; p <0,01) (vgl. Abb. 27, Tab. 41). Nach Kurzzeitaktivierung mit IL-15 gab es
eine negative Korrelation der untersuchten Parameter, die aber nicht signifikant war
(vgl. Abb. 27, Tab. 41). Wurden die NK-Zellen in einer E:T-Ratio von 5:1 eingesetzt,
zeigten sich vergleichbare Ergebnisse (r = -0,71; p = 0,04) (vgl. Abb. 27, Tab. 41).
Nach Stimulation mit IL-2 oder IL-15 Uber Nacht lag eine nicht-signifikante, negative
Korrelation vor (IL-2: r = -0,62; IL-15: r = -0,61) (vgl. Abb. 27, Tab. 41).
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Abbildung 27: Korrelation zwischen spezifischer Lyse von L363 und der GrdRRe der
CD158b1/b2/i* CD16°"" CD56“™-NK-Zellpopulation. Die erreichte, spezifische Lyse von L363 auf-
getragen gegen den Anteil CD158b1/b2/j" zytotoxischen NK-Zellen der Spender; (A-C) E:T-Ratio 1:1
(D-F) E:T-Ratio 5:1 (A, D) nicht-voraktivierte NK-Zellen (B, E) Kurzeitaktivierung mit IL-2 100U/ml (C,

F) Kurzzeitaktivierung mit IL-15 10ng/ml

64



3. ERGEBNISSE

Tabelle 41: Korrelation zwischen Lyse von L363 und Anteil CD158b1/b2/j* NK-Zellen an der
CD16™"%" cD56"™-NK-Subpopulation der responder. Pearsonkorrelationskoeffizient (r) mit 95%-
Konfidenzintervall (95%-KI) und p-Wert (p) fur die Korrelation zwischen erreichter spezifischer Lyse
von L363 und dem Anteil CD158b1/b2/j" zytotoxischer NK-Zellen nach unterschiedlicher Interleukin-
(IL)-Stimulation Gber Nacht bei einem Effektor-Zielzellverhaltnis (E:T-Ratio) von 1:1 und 5:1 (ns = nicht

signifikant).

Korrelation zwischen spezifischer Lyse von L363 und Anteil CD158b1/b2/j*

CD16""9" CD56“™-NK-Zellen

Zytokinstatus E:T-Ratio r 95%-KI p
: 1:1 - 0,82 -0,97 - -0,17 0,01

kein IL
5:1 -0,71 -0,95 - 0,09 0,04

+ 1L-2 100U/ml 11 - 0,85 -0,98 - -0,27 <0,01
5:1 - 0,62 -0,94 - 0,26 ns (p = 0,07)

+1L-15 10ng/ml 1:1 - 0,61 -0,93 - 0,26 ns (p = 0,07)
51 - 0,61 -0,93 - 0,27 ns (p = 0,07)
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NK-Zellen von Myelom-Patienten sind in ihrer nattrlichen Zytotoxizitat inhibiert (106).
Dieser Effekt wird sowohl durch den Zell-Zell-Kontakt von NK- und malignen Plas-
mazellen, als auch durch die von den Plasmazellen sekretierten Zytokine bedingt
(12,107). Myelom-Zellen sind zudem durch die hohe Expression von MHC Molekilen
vor der Lyse durch NK-Zellen geschiitzt (108). NK-Zellen allogener Spender, die ei-
nen von den malignen Plasmazellen differenten KIR-Ph&notyp aufweisen, sollten
diese Inhibition Gberwinden kénnen. Dartber hinaus besteht die Moglichkeit, die NK-
Zellen des Fremdspenders ex vivo zu manipulieren, d.h. sie durch kurz- oder langzei-
tige Kultur unter definierten Bedingungen zu aktivieren bzw. zu expandieren. Der
adoptive Transfer solcher alloreaktiver NK-Zellen im Rahmen einer allogenen Trans-
plantation hamatopoetischer Progenitorzellen kénnte daher einen erfolgsverspre-
chenden Ansatz darstellen, residuelle Zellen des MM durch NK-Zell-vermittelte Lyse

zu eliminieren.

4.1 NK-Zellvoraktivierung mittels Interleukin 2 bzw. Interleukin 15

Zur Voraktivierung der NK-Zellen gesunder Spender wurden isolierte NK-Zell-
Populationen mit 100U/ml IL-2 bzw. 10ng/ml IL-15 Uber Nacht kultiviert. Durch-
flusszytometrisch konnte die Aktivierung tUber das Expressionsniveau des Oberfla-
chenmarkers CD69 ermittelt werden. Die verstarkte Expression des frihen Aktivie-
rungsmarkers CD69 war bei IL-15 voraktivierten NK-Zellen deutlicher als bei IL-2 be-
handelten NK-Zellen messbar. Dieser Unterschied konnte auf eine starkere Aktivie-
rung der NK-Zellen durch IL-15 im Vergleich zu IL-2 hindeuten, was auf die unter-
schiedliche Konzentration der verwendeten Interleukine (IL-2: 100 U/ml, IL-15: 10

ng/ml) zurtckgefuhrt werden kann.

Die Expression der darliiber hinaus untersuchten aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren
(NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp40, NKp46) steigt, mit Ausnahme von NKp46, durch
die Voraktivierung der NK-Zellen tGber Nacht an. Der nur auf aktivierten NK-Zellen
exprimierte NK-Zell-Rezeptor NKp46 scheint hingegen erst nach langerer Aktivie-
rungsphase verstarkt exprimiert zu werden (109). Es zeigte sich bei den Ubrigen un-

tersuchten NK-Zell-Markern ahnlich zu CD69 stets ein hdherer Anstieg der Oberfla-
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chendichte nach Inkubation mit IL-15 im Vergleich zu der Aktivierung mit IL-2. Eine
verstarke Expression der aktivierenden NK-Rezeptoren NKG2D, NKp30, NKp44 und
DNAM-1 nach Voraktivierung mit IL-2 bzw. IL-15 wurde auch durch Hromadnikova et
al. beschrieben, wobei ebenfalls eine héhere Expression nach IL-15-Voraktivierung
nachgewiesen wurde (110). Folglich kénnte die verstarkte Oberflachenexpression
dieser Rezeptoren das erhohte zytotoxische Potential der IL-2/IL-15 behandelten NK-

Zellen bedingen.

Nachdem der Anstieg der Expression von CD69 mit einer Erhéhung des zytotoxische
Potentials der NK-Zellen einher gehen sollte (111), wurde nachfolgend die Lyse un-
terschiedlicher Zielzellpopulationen in Abhéngigkeit von der Voraktivierung der Ef-
fektorzellen analysiert.

4.2 Anstieg der natirlichen Zytotoxizitat durch NK-Zellstimulation

Die humane CML-Zelllinie K-562 exprimiert Liganden fur die aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren NKG2D und DNAM-1, so dass sie als Zielzelle von NK-Zellen vermittel-
ter natirlicher Zytotoxizitat in Frage kommt (103,104). Zudem ist die Oberflachen-
dichte von MHC | Molekilen auf diesen Zellen reduziert. Demnach sind diese Zielzel-
len nur geringfiigig in der Lage, NK-Zellen tber die Interaktion der MHC Molekiile mit
den auf NK-Zellen exprimierten KIR-Rezeptoren zu inhibieren. Damit eignen sich
diese Zielzellen besonders gut, um den Einfluss der Voraktivierung der NK-Zellen auf
das zytotoxische Potential zu untersuchen, da so der Spender-abhangige KIR-

Phanotyp die Lyserate der NK-Zellen nicht bzw. nur geringfligig beeinflussen kann.

Die Analyse des lytischen Potentials der NK-Zellen gegeniber K-562 Zielzellen zeig-
te, dass die naturliche Zytotoxizitat vom Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis abhéngig ist.
So betrug die Lyserate bei einem Verhéltnis von 1:1 lediglich 9%, wéhrend 33% der
Zielzellen bei einem Verhéltnis von 5:1 lysiert wurden. Die Hohe der erzielten Lyse
lag dabei ungefahr auf dem Niveau der von Zhang et al. beschriebenen Lyserate
(112).

Durch kurzzeitige Aktivierung der NK-Zellen mittels Interleukin 2 (IL-2) bzw. IL-15

Uber Nacht wurde die Effizienz der Zelllyse gesteigert. Insbesondere bei einem nied-
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rigen Effektor- zu Zielzell-Verhéaltnis von 1:1 konnte eine Verdopplung der Lyserate
von 9% auf 18% bei Voraktivierung der NK-Zellen mit IL-15 beobachtet werden.

Eine Gruppierung der Spender auf Basis der Zytotoxizitat der NK-Zellen gegenuber
K-562 in ,non-“, Jlow-“, ,medium-“ und ,high-responder® erméglicht eine differenzier-
tere Analyse. Das lytische Potential von NK-Zellen der ,high-responder®, deren un-
stimulierte NK-Zellen bereits eine 50%-ige Lyse der Zielzellen induzieren, scheint
bereits anndhernd maximal zu sein. Eine Voraktivierung dieser NK-Zellen steigerte
die Lyserate lediglich um 6% bzw. 10%. Gerade NK-Zellen von Spendern, die unsti-
muliert eine geringere Lyse von K-652 induzieren konnten (,non-“ bzw. ,low-
responder®), profitierten besonders durch die Voraktivierung der NK-Zellen. So steigt
nach IL-15-Voraktiverung bei einem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis von 5:1 die Lyse-
rate verglichen mit unstimulierten NK-Zellen etwa um den Faktor 2,5 (,low-

responder®: 13% vs. 33%) bzw. den Faktor 5 (,non-responder: 2% vs. 10%).

Demnach scheint der Einfluss der Interleukin 2 bzw. IL-15 vermittelten Voraktivierung
die NK-Zell-vermittelte Lyse insbesondere bei unginstigen Effektor- zu Zielzell-
Verhéltnissen wie auch bei NK-Zellen mit einer geringen basalen zytotoxischen Po-

tenz zu verstarken.

4.3 Naturliche Zytotoxizitat gegeniber malignen Plasmazellen

Ahnlich der Zelllinie K-562 weisen maligne Plasmazellen im Friihstadium der Erkran-
kung eine niedrige Expression von MHC | Molekuilen bei gleichzeitig hoher Expressi-
onsdichte von Liganden fur aktivierende NK-Zell-Rezeptoren auf (7). Wahrend diese
Zellen einer NK-Zell-vermittelten Lyse zugénglich sein mussten, scheinen maligne
Plasmazellen in der spateren Phase der Erkrankung der NK-Zell-vermittelte Lyse
entzogen, da sie eine reduzierte Expression der Liganden fur aktivierende Rezepto-
ren bei gleichzeitig hoher Expression von MHC | zeigen. Ein vergleichbarer Phanotyp
liegt bei den hier untersuchten Myelomzelllinien (L363, RPMI 8226, INA-6) des mul-
tiplen Myeloms vor. Die drei Zelllinien exprimieren MHC | auf der Oberflache, wobei
die Starke der Expression im Vergleich unterschiedlich hoch ist (L363 > INA-6 >
RPMI 8226). Demnach sollten diese Zielzellen in der Lage sein, NK-Zellen gesunder

Spender mit entsprechenden KIR-Phanotypen zu inhibieren. Zudem konnte die Ex-
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pression bekannter Liganden fir die aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren NKG2D und
DNAM-1 gezeigt werden, so dass die Myelomzelllinien somit als Zielzellen fir die

NK-Zell-vermittelte Lyse in Frage kommen.

Nachdem die NK-Zell-vermittelte Lyse einiger Myelomzelllinien insbesondere durch
die aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren DNAM-1 sowie NGK2D vermittelt wird (113),
wurde die Oberflachenexpression der entsprechenden Liganden fir DNAM-1 sowie
NKG2D auf Seite der Myelomzelllinien L363, RPMI 8226 und INA-6 durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Wéahrend fur einige Myelomzelllinien (JJN3, U226B und KMS11)
gezeigt wurde, dass diese Zelllinien entweder DNAM-1 oder NKG2D-Liganden tra-
gen (113), exprimieren die hier untersuchten Zelllinien gleichzeitig sowohl NKG2D
als auch DNAM-1 Liganden.

Nectin-2 (CD112) sowie der Poliovirusrezeptor (PVR, CD155), beides Liganden fir
DNAM-1, sind auf den drei Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert (L363 > RPMI
8226 > INA-6). Im Vergleich zu den DNAM-1 Liganden sind die NKG2D Liganden
(ULBP 1-6 sowie MIC A und MIC B) etwas starker exprimiert (RPMI 8226 > L363 >
INA 6). Im Gegensatz zu L363 und RPMI 8226 weist die Zelllinie INA-6 sowohl fir
die DNAM-1- als auch fur die NKG2D-Liganden die niedrigste Oberflachenexpressi-
on auf. Méglicherweise bedingt diese niedrige Expression der NK-Zell-Liganden bei
gleichzeitig hoher Expression von MHC | die mangelhafte Aktivierung von NK Zellen,
welche in einer nur minimalen lytischen Aktivitat resultierte. So wurden INA-6 Zellen
selbst bei einem Effektor- zu Zielzellverhaltnis von 5:1 nur zu 0,3% lysiert. Ein &hnli-
cher auffalliger Einfluss der Expressionsdichte von NKG2D-Liganden auf die Hohe
der NK-Zell-vermittelten Lyse konnte auch bei anderen Tumorzelllinien (K562:
NKG2D-Liganden hoch exprimiert, hohe Lyserate vs. Raji: NKG2D-Liganden

schwach exprimiert, niedrige Lyserate) beobachtet werden (104).

Eine Voraktivierung der NK-Zellen resultierte in einer erhohten lytischen Aktivitat der
mit IL-2 bzw. IL-15 behandelten NK-Zellen gegenuber den verwendeten Zielzellen
sowohl der Myelomzelllinie INA-6, RPMI 8226 als auch L363. Die Lyserate bei der
durch unstimulierte NK-Zellen nicht bzw. nur schwer lysierbare Linie INA-6 war je-
doch auch bei Interleukin-behandelten NK-Zellen trotz einem Effektor- zu Zielzell-
Verhéltnis von 5:1 nur leicht auf maximal 3,5% erhéht (unstimuliert 0,3%, I1L-2 1%, IL-

15 3,5%), was jedoch im Vergleich zu unstimulierten NK-Zellen einer Verstarkung
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der Lyse bei IL-15 behandelten NK-Zellen um den Faktor 10 entspricht. Eine 3- bis 4-
fach erhdhte Lyse konnte bei RPMI 8226 Zellen durch Voraktivierung der NK-Zellen
erzielt werden (unstimuliert 3% vs. IL-15 14%). Die bereits einer Lyse durch unstimu-
lierte NK-Zellen zugangliche Zelllinie L363 zeigte dem gegeniber einen geringeren
Anstieg der Lyserate in Abhangigkeit von der Interleukin-Behandlung der NK-Zellen
(unstimuliert 17%, IL-2 26%, IL-15 32%). Insbesondere bei nur schlecht durch NK-
Zellen lysierbaren Zielzellen scheint die Zytokin-vermittelte Voraktivierung der Ef-
fektorzellen und das daraus resultierende erhohte zytotoxische Potential der NK-

Zellen demnach zu einer Verstarkung der Effektivitat zu fuhren.

Die Blockierung der NK-Zell-Rezeptoren DNAM-1 und NKG2D durch monoklonale
Antikorper fuhrte zu einer Reduktion der NK-Zell-vermittelten Lyse der L363 Zielzel-
len. Wahrend die NKG2D-Blockade zu einer Reduktion der Lyse um 57% flhrte,
konnte eine 82%-ige Inhibition der Lyse durch Blockieren von DNAM-1 erzielt wer-
den. Demnach sind die Liganden fur DNAM-1 und NKG2D nicht nur simultan auf
L363 exprimiert, sondern haben beide auch einen Anteil an der NK-Zell-vermittelten
Lyse der Zellen. Der auffallige Unterschied in der Hohe der NK-Zell-Inhibition
(DNAM-1 > NKG2D) mag auf die unterschiedlich hohe Oberflachenexpression von
DNAM-1 und NKG2D auf den NK-Zellen zurtickzufihren sein (DNAM-1: MFI 14,2 vs.
NKG2D: MFI 3,5).

Der Einfluss der NK-Zell-Rezeptoren NKp30, NKp40 und NKp46 auf die Lyse der
Zelllinie L363 wurde ebenfalls untersucht, da die Aktivierung von NK-Zellen durch
Kostimulation mehrerer aktivierender Rezeptoren vermittelt wird (114). Im Vergleich
zur Reduktion der Lyserate bei Blockade von NKG2D und DNAM-1 wird die Lyse von
L363 bei der Antikdrper-vermittelten Blockade der NK-Zell-Rezeptoren NKp30,
NKp44 und NKp46 nur zu geringen Anteil verringert (NKp30 28%, NKp44 26%,
NKp46 25%). Demnach dominieren die Uber NKG2D und DNAM-1 vermittelten akti-
vierende Signale hier die zytotoxische Potenz der NK-Zellen. Neben der geringen
Expression dieser NK-Zell-Rezeptoren auf den NK-Zellen mag insbesondere die Ex-

pressionshohe ihrer jeweiligen Liganden auf den Zielzellen ursachlich hierfur sein.

Durch Voraktivierung der NK-Zellen scheint der aktivierende Einfluss der NK-Zell-
Rezeptoren NKp30, NKp44 und NKp46 zudem vermindert zu sein, da die Reduktion

der Zielzelllyse durch Blockade dieser Rezeptoren geringer ist als bei nicht aktivier-
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ten NK-Zellen. Obwohl die Lyse der Zielzellen durch DNAM-1 Blockade weiterhin bei
IL-2 behandelten NK-Zellen reduziert ist, fihrt der DNAM-1 Antikdrper bei IL-15 vor-
aktivierte NK-Zellen nur zu einer vergleichsweise geringen Reduktion der Lyserate
(IL-2: 75% vs. IL-15: 21% Lysereduktion). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass bei
den Zytokin-behandelten, insbesondere den IL-15 aktivierten NK-Zellen, andere als
die hier untersuchten NK-Zell-Rezeptoren fur die Signalperzeption in der Synapse

zwischen NK- und Zielzelle wichtig sind.

Die sich der Aktivierung anschlieRende Signalweiterleitung sowie die hieraus resul-
tierenden Prozesse, d.h. die Polarisation und Degranulation der NK-Zelle, kénnten
ebenso durch die Zytokin-vermittelter Voraktivierung beeinflusst sein. Sowohl der IL-
15 Rezeptor, als auch NKG2D vermitteln die aktivierenden Signale Gber ein gemein-
sames Adapter-Protein (DAP10) (115). Folglich kénnte hier eine IL-15 Stimulation
der NK-Zellen zu einem erhdhten Anteil phosphorylierten Adapter-Proteins, d.h. einer
Voraktivierung dieses Signalwegs der Zelle fiihren, so dass wenig tUber NKG2D-
vermittelte Signale ausreichend sein kénnten, um ein fur die Degranulation der NK-

Zelle ausreichend starkes aktivierendes Signal zu generieren.

4.4 HLA/KIR-Wechselwirkung beeinflusst Lyse der Zielzellen

INA-6, eine weitere humane Plasmazellleukamiezelllinie, wurde von allen eingesetz-
ten Zielzellen am schlechtesten abgetotet. Eine Erklarung ist die hohe, schiitzende
HLA-Expression bei im Vergleich zu RPMI 8226 und L363 geringer Expression von
NKG2D- und DNAM-1-Liganden. Des Weiteren tragt INA-6 mit HLA-Bw4 ein Antigen
auf der Oberflache, welches durch den h&ufig vorkommenden inhibierenden
KIR3DL1 erkannt wird. Vergleichsergebnisse zur natirlichen Zytotoxizitat gegen INA-
6 wurden bisher nicht publiziert. Fiir IL-2-voraktivierte transgene KIR3DL1" NK-Zellen
einer NK-Leukamiezelllinie wurde eine mit 5% &hnlich geringe Lyse der HLA-Bw4"
Zelllinie 721.221 beobachtet (116), so dass auch bei INA-6 eine vergleichsweise
starke Inhibition der NK-Zellen mit dem KIR3DL1 Phé&notyp vorliegen konnte. Eine
Antikorper-vermittelte Blockade des KIR3DL1 auf Seite der NK-Zellen bzw. des ent-
sprechenden HLA-BW4 bei INA-6 Zellen kdnnte einen Beleg fur diese Vermutung

liefern.
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Eine mogliche Erklarung fiir die geringe Lyse der HLA-Cw2" Zelllinie RPMI 8226 ist
eine HLA-KIR-Inhibition, da alle untersuchten Spender positiv flir den korrespondie-
renden inhibitorischen KIR2DL1 waren. Die Lysezunahme nach Voraktivierung der
NK-Zellen mit IL-2 oder IL-15 kann wahrscheinlich, wie bei K-562, auf die gesteigerte
Expression aktivierender Rezeptoren nach IL-Stimulation zurtickgefiihrt werden. Da-
bei spielen nicht-HLA-la-spezifische Rezeptoren, wie NKG2D oder DNAM-1, eine
groRere Rolle als der aktivierende Rezeptor KIR2DS1, da es zu einem deutlicheren
Expressionsanstieg dieser Rezeptoren nach IL-Voraktivierung kam. Ein weiterer An-
haltspunkt dafir ist der hier festgestellte fehlende Zusammenhang zwischen respon-
der-Status fur RPMI 8226 und KIR2DS1-Phéanotyp.

Die Myelomzelllinie L363 exprimiert die HLA-C1-Allele Cw3 und Cw7, welche mit den
inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren KIR2DL2 und KIR2DL3 interagieren. Daher wurde
eine Korrelation der Daten zur NK-Zell-vermittelten Lyse der Zelllinie L363 mit den
KIR-Phanotypen der NK-Zell-Spender vorgenommen. Ein signifikanter Anteil der
Spender (7 von 8), die phanotypisch negativ fur den inhibierenden Rezeptor
KIR2DL2 sind, zeigten eine erhOhte Lyserate der Zielzellen. Dem gegenuber befan-
den sich in der KIR2DL2 exprimierenden Gruppe vermehrt Spender (9 von 13), de-

ren NK-Zellen nicht bzw. kaum in der Lage waren L363 Zielzellen zu lysieren.

Da die geringere Korrelation zwischen Lyse der HLA® Myelomzelllinie L363 und der
Expression der korrespondierenden KIR nach IL-Voraktivierung auf einen IL-
bedingten reduzierten Einfluss der HLA-KIR-Inhibition auf die Zytotoxizitat der NK-
Zellen gegenldber MM-Zellen hinweist, stellt die Voraktivierung der NK-Zellen mittels
IL-2 oder IL-15 eine vielversprechende Madoglichkeit dar, um den HLA-Klasse-I-
vermittelten Schutz der MM-Zellen vor NK-Zytotoxizitat auch in vivo zu Uberwinden.
Denkbar ware in diesem Zusammenhang auch die Kombination einer Voraktivierung
der NK-Zellen und des Einsatzes von Medikamenten, welche die HLA-Expression
der MM-Zellen senken, um so den inhibierenden HLA-Einfluss weiter zu mindern und
die Eliminierung residueller Tumorzellen zu steigern. In Frage kame etwa der Pro-
teasom-Inhibitor Bortezomib, welcher die HLA-Expression auf der Zelloberflache von
MM-Zellen vermindert und so die Lyse sowohl durch autologe als auch allogene NK-

Zellen steigern kann (117).
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Zusammenfassend betrachtet scheint die NK-Zell-vermittelte Lyse von Myelomzellen
durch das Ausmald der HLA-Expression sowie deren HLA-Typ limitiert zu sein. Im
Vergleich zur ,HLA-schwachen® Zelllinie K-562 ist demnach neben der Hohe der
NCR-Ligandenexpression eine HLA-KIR-Diskrepanz zwischen Myelomzelle und NK-
Zellen entscheidend fur eine adaquate Lyse. Der Lysezuwachs nach IL-Stimulation
wird wahrscheinlich dennoch Uber den Expressionsanstieg nicht-HLA-la-spezifischer
NK-Zellrezeptoren und weniger tber die Zunahme der Expression aktivierender KIR
vermittelt. Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass durch die Auswahl geeig-
neter HLA-KIR-diskrepanter Spender fir allogene NK-Zellen und zusatzliche IL-
Voraktivierung die Inhibierung der autologen NK-Zellen bei MM-Patienten tberwun-

den werden kann.

4.5 Keine Anderung des KIR-Phanotyps durch NK-Zellstimulation

Fur die beobachtete Zunahme der NK-Zell-vermittelten natirlichen Zytotoxizitat
durch kurzzeitige Voraktivierung der NK-Zellen kénnte eine Veranderung der Ober-
flachenexpression aktivierender oder inhibierender NK-Zell-Rezeptoren verantwort-
lich sein. Hierdurch wirde sich bei der Interaktion von NK-Zell-Rezeptoren und Lig-
anden auf Seite der Zielzellen ein verandertes Verhaltnis aktivierender und inhibie-

render Signale zu Gunsten der NK-Zell-Aktivierung und damit der Zelllyse ergeben.

Die quantitative Analyse der Oberflachenexpression der KIR-Rezeptoren mittels
Durchflusszytometrie lasst auf einen leichten Anstieg der Oberflachendichte aller un-
tersuchter KIR durch IL-2 bzw. IL-15 vermittelte Voraktivierung der NK-Zellen schlie-
Ren. Da sich die aktivierende (DS) und inhibierende (DL) Varianten eines KIR Mole-
kils in ihren intrazellularen Domanen, nicht jedoch den auf der Zelloberflache pra-
sentierten Aminosauren unterscheiden, konnte hierbei jedoch nicht zwischen diesen

Varianten differenziert werden.

Die IL-vermittelte Expressionssteigerung von KIR2DL1/2DS1 (CD158a/h) steht im
Einklang mit den Daten von Decot et al. (118). Neben KIR2DL1/2DS1 konnte auch
eine gesteigerte Expression fur KIR2DL2/2DL3/2DS2 (CD158b1/b2/j) nachgewiesen

werden. Diese Beobachtung deckt sich erneut mit den Ergebnissen von Hromadni-
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kova et al. (110). In dieser Arbeit wurde sowohl nach Voraktivierung mit IL-2 als auch
mit IL-15 Uber Nacht eine erhdhte MFI von CD158el/e2 nachgewiesen.

Da die Transkription der meisten KIR, inklusive KIR3DL1/3DS1, durch strukturell
sehr ahnliche Promotoren reguliert werden (119,120) und eine Aktivierung speziell
des KIR3DL1-Promotors durch IL-2 und IL-15 von Presnell et al. beschrieben wurde
(121), erscheint eine Expressionssteigerung von KIR3DL1/3DS1 durch IL-2- bzw. IL-
15-Voraktivierung ahnlich wie bei KIR2DL1/2DS1 und KIR2DL2/2DL3/2DS2 logisch.

Qualitativ konnte der KIR Typ der NK-Zellen verschiedener gesunder Spender mittels
RT-PCR untersucht werden. Die Analysen zeigten, dass der KIR-Typ der NK-Zellen
desselben Spenders vor und nach IL-2 bzw. IL-15 Voraktivierung sowie nach einer
mehrtagigen Expansion unverandert ist. Folglich kommt es durch eine IL-2/IL-15 Be-
handlung der NK-Zellen zu einer geringfligig erhéhten Expression der KIR-Molekule
bei gleichbleibendem KIR-Phanotyp. Demnach sollten NK-Zellen auch nach Vorakti-
vierung gegenuber Zielzellen, welche keine oder nur eine geringe Expression der
aktivierenden NK-Zell-Rezeptorliganden aufweisen, inhibiert sein. Die exemplarisch
als Zielzellen eingesetzten autologen B-Zellen wurden nicht durch Zytokin-aktivierte
NK-Zellen lysiert, so dass die IL-2 bzw. IL-15 Voraktivierung der NK-Zellen nachweis-

lich nicht zu einer Autoreaktivitat fuhrt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Zytotoxizitat Naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) wird tber inhibierende und akti-
vierende Signale reguliert. Eine Aktivierung der NK-Zellen findet durch Interaktion der
naturlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (Natural Cytotoxicity Receptors, NCR) und ihren
korrespondierenden Liganden statt, die von gestressten oder malignen Zellen expri-
miert werden. Inhibiert werden NK-Zellen durch die Wechselwirkung inhibitorischer
Immunglobulin-ahnlicher Killerzellrezeptoren (Killer cell Immunoglobulin-like Recep-
tors, KIR) und den korrespondierenden humanen Leukozytenantigen-(Human Leu-
kocyte Antigen, HLA)-Klasse-I-Molekulen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer 16-stiindigen Voraktivierung der
NK-Zellen mittels Interleukin-(IL)-2 oder IL-15 auf das zytotoxische Potential dieser
Effektorzellpopulation analysiert. Um einen inhibierenden Einfluss der KIR-HLA-
Interaktion auf die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat auszuschlie3en, wurden zunachst
HLA schwach exprimierende K-562 als Zielzellen verwendet. Im Vergleich zu unbe-
handelten NK-Zellen stieg die Lyse der Zelllinie K-562 nach IL-2- bzw. IL-15-
vermittelter Voraktivierung der Effektorzellen signifikant an. Eine aquivalente, durch
Voraktivierung der NK-Zellen induzierte, verstarkte Lyse konnte auch fur drei Zellli-
nien des Multiplen Myeloms (INA-6, RPMI 8226, L363) als Zielzellen erzielt werden.
Im Gegensatz zu K-562-Zellen weisen die Myelomzelllinien INA-6, RPMI 8226 und
L363 eine vergleichsweise hohe Expressionsdichte von HLA-Molekile auf der Zell-
oberflache auf, so dass von einer Inhibition der NK-Zellen mit entsprechendem KIR-
Muster auszugehen ist. Die jeweiligen KIR-Phanotypen der NK-Zell-Spender wurden
auf Transkriptionsebene ermittelt. Die Korrelation des KIR-Typs mit dem zytotoxi-
schen Potential der NK-Zellen weist darauf hin, dass im Fall eines KIR-MHC Mis-
match (KIR2DL2" Spender) die Lyse der HLA-Cw3/Cw7-positiven L363-Zellen be-
sonders hoch ausféllt. Wahrend die Oberflachenexpression der KIR auf den NK-
Zellen nach Voraktivierung nur gering erhéht war, blieb der KIR-Phanotyp der NK-
Zellen durch Voraktivierung bei allen untersuchten Spendern unbeeinflusst.

Nachdem die IL-2 bzw. IL-15 vermittelte Kurzzeitaktivierung die nattrliche Zytotoxizi-
tat der NK-Zellen erhoht, ihre KIR-vermittelte Inhibition gegentber gesunden Korper-
zellen jedoch unverédndert bleibt, kdnnten voraktivierte NK-Zellen KIR-HLA-
diskrepanter Spender eine wirkungsvolle NK-Zell-Quelle sein, um residuelle Tumor-

zellen bei Patienten in Remission zu eliminieren.
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